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O hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático (HHI) é definido pela falência completa ou 
parcial do desenvolvimento pubertário devido à deficiente secreção de gonadotrofinas (FSH e 
LH) e hormonas sexuais (testosterona e estradiol), na ausência de qualquer causa orgânica 
hipotalâmico-pituitária. As formas congénitas do HHI incluem a Síndrome de Kallmann (SK), 
caracterizada pela deficiência gonadotrófica e uma deficiência do sentido de olfato (anósmia 
ou hipósmia), e HHI sem defeitos olfactivos (HHI normósmico). Esta condição pode ser 
detetada na infância pela presença de micropénis e/ou criptorquidia, em associação com 
baixos níveis de gonadotrofinas ou, mais frequentemente, na adolescência ou na idade 
adulta, pela ausência do desenvolvimento pubertário. Podem, ainda, surgir outros fenótipos 
não-reprodutivos, como defeitos da linha média facial, agenesia dentária, surdez, agenesia 
renal, sincinesia e anomalias ósseas digitais. Cerca de um terço dos pacientes com HHI revela 
um defeito genético em genes que regulam o desenvolvimento embrionário ou a migração dos 
neurónios secretores da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), ou a síntese, 
secreção ou ação da GnRH. Esta doença pode ter ainda um carácter oligogénico, uma vez que 
têm sido descritos casos de indivíduos com HHI e alterações genéticas em mais do que um 
gene. Embora raramente, existem pacientes, que após tratamento hormonal, evidenciam 
reversão espontânea do quadro de hipogonadismo. 
O objetivo deste estudo foi determinar a prevalência de mutações e prever as suas 
consequências funcionais, numa coorte de pacientes com HHI. Neste sentido, 50 pacientes 
com HHI foram estudados por sequenciação de genes associados a esta doença: KAL1, FGFR1, 
FGF8, CHD7, PROK2, PROKR2, KISS1R, TAC3, TACR3, GNRH1 e GNRHR. As consequências 
funcionais das mutações foram previstas por análises estruturais e de conservação in silico. 
Foram identificadas 43 variantes consideradas patogénicas (das quais 18 nunca foram 
descritas) em 30 dos 50 pacientes estudados, o que corresponde a uma frequência de causas 
genéticas de 60%. As variantes foram identificadas com diferentes frequências consoante o 
gene: KAL1 (7%), FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%), 
KISS1R (2,3%) e GNRHR (9,3%). As análises in silico foram consistentes com um papel crítico 
das mutações na atividade das proteínas codificadas. Em sete famílias foram encontrados 
casos de oligogenia e num caso ocorreu reversão da doença, após interrupção do tratamento 
de reposição com testosterona. Não foi observada uma clara relação genótipo/fenótipo, no 
entanto, verificou-se que, tal como descrito na literatura existente, mutações no gene KAL1 
podem ocorrer em pacientes com problemas renais e mutações no FGFR1 e CHD7 podem estar 
associadas a surdez. 
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Em suma, neste estudo foi encontrada uma prevalência de 60% de mutações em casos de SK e 
de HHI normósmico. Identificaram-se 18 novas mutações patogénicas nos genes KAL1, FGFR1, 
CHD7, KISS1R, GNRHR e PROKR2, ampliando o espectro de mutações associadas ao HHI. O 
estudo possibilitou, ainda, confirmar o crescente carácter oligogénico que explica os casos de 
penetrância incompleta e variabilidade fenotípica, presentes em algumas famílias estudadas. 
Estes estudos poderão revelar-se de grande importância no aconselhamento genético, uma 
vez que pacientes em que foram identificadas mutações, podem ser alertados para a possível 
coexistência de outras malformações e para a probabilidade de outros familiares serem 











Idiopathic hypogonadotropic hypogonadism (IHH) is defined by complete or partial failure of 
pubertal development due to the compromised secretion of gonadotropins (FSH and LH) and 
sex hormones (testosterone and estradiol), in the absence of any hypothalamic-pituitary 
organic cause. Congenital forms of IHH include Kallmann Syndrome (KS), which is 
characterized by gonadotropin deficiency with a defective sense of smell (anosmia or 
hyposmia), and IHH without olfactory defects (normosmic IHH). This condition can be 
detected in childhood by the presence of micropenis and/or cryptorchidism, in combination 
with low levels of gonadotropins and sex hormones or, more frequently, in adults due to 
absent secondary sexual characteristics. Other non-reproductive phenotypes may be present, 
such as midline facial defects, tooth agenesis, hearing loss, renal agenesis, synkinesis and 
digital bone abnormalities. About one third of patients with IHH reveal a genetic defect in 
genes that regulate the embryonic development or migration of gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH) neurons, or the synthesis, secretion or action of GnRH. This disease can have 
an oligogenic character, since there have been reports of individuals with IHH with genetic 
alterations in more than one gene. Although rarely, there are patients that show spontaneous 
reversal of hypogonadism after hormone treatment. 
The aim of this study was to determine the prevalence of mutations and to predict their 
functional consequences in a cohort of patients with IHH. In this regard 50, unrelated patients 
with IHH were studied by sequencing genes associated with this disease: KAL1, FGFR1, FGF8, 
CHD7, PROK2, PROKR2, KISS1R, TAC3, TACR3, GNRH1 and GNRHR. The functional 
consequences of mutations were predicted by in silico structural and conservation analysis. 
A total of 43 variants considered pathogenic (of which 18 have never been described) were 
identified in 30 of the 50 studied patients, which correspond to a frequency of genetic causes 
of 60%. The variants were recognized with different frequencies depending on the gene: KAL1 
(7%), FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%), KISS1R 
(2,3%) and GNRHR (9,3%). In silico analyses were consistent with a critical role for the 
mutations in the activity of the encoded proteins. In addition oligogenic cases were found in 
seven families, as well as a case of reversal of the disease after interruption of testosterone 
replacement therapy. Although we did not observe a clear genotype/phenotype relationship, 
we observed that, in agreement to that described in the literature, mutations in the KAL1 
gene may occur in patients with kidney problems and mutations in FGFR1 and CHD7 may be 
associated with hearing loss. 
In summary, this study identified 18 new pathogenic mutations in KAL1, FGFR1, CHD7, KISS1R 
GNRHR and PROKR2 genes, thereby expanding the spectrum of mutations associated with IHH. 
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It also confirmed the increasingly oligogenic character of this disease, that explains cases of 
incomplete penetrance and phenotypic variability, present in some studied families. These 
studies may prove to be of great importance for genetic counselling, since patients with 
known mutations can be alerted for the possible coexistence of other malformations and for 
the probability of recurrence in other family members, so that measures can be taken to 
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PROK2  Prokineticin 2 gene (gene da procineticina tipo 2) 
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PROKR2 Prokineticin receptor 2 gene (gene do recetor da procineticina tipo 2) 
PSH  Proteoglicanos de sulfato de heparina 
RAF  Rapidly Accelerated Fibrosarcoma  
RAS  Rat Sarcoma Virus 
RBC  Red blood cell 
RM  Ressonância Magnética 
RNA  Ribonucleic acid (ácido ribonucleico) 
Rpm  Rotações por minuto 
RT-PCR  Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (transcriptase reversa e 
  reação de polimerização em cadeia) 
SANT  Switching-defective protein 3, adaptor 2, nuclear receptor corepressor, 
  transcription factor IIIB 
SDS  Sodium dodecylsulfate (dodecilsulfato de sódio) 
SE  Secondary extraction (extração secundária) 
SH  Sulfato de heparina 
SK  Síndrome de Kallmann 
SNC  Sistema Nervoso Central 
SNF2  Sucrose non fermenting 2 
SOS  Nucleotide guanine exchange factor (fator de troca do nucleótido guanina) 
STS  Steroid sulphatase (esteróide sulfatase) 
TAC  Tomografia Axial Computorizada 
TAC3  Tachykinin 3 gene (gene da taquicinina 3) 
TACR3  Tachykinin 3 receptor gene (gene do recetor da taquicinina 3) 
Taq  Thermus aquaticus 
TRT  Terapia de Reposição de Testosterona 
UTR  Untranslated region (região não traduzida) 
VCX  Variable charge, X-linked  
VCX2  Variable charge, X-linked 2  
VCX3A  Variable charge, X-linked 3A  
VCX3B  Variable charge, X-linked 3B  
WAP  Whey Acidic Protein  


























1.1 Hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático 
 
A libertação pulsátil da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) é essencial para o 
correto funcionamento do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas (HPG). Esta hormona é secretada 
para a circulação portal hipofisária da eminencia mediana e ativa o recetor 1 da GnRH 
(GNRHR1) na hipófise anterior, levando por sua vez à estimulação da expressão, síntese e 
secreção das gonadotrofinas: hormona luteinizante (LH) e hormona estimuladora dos folículos 
(FSH). Uma vez secretadas, as gonadotrofinas vão estimular em ambos os sexos a produção 
das hormonas sexuais e a gametogénese. Deste modo, a síntese de gonadotrofinas e 
consequentemente a função reprodutiva estão dependentes do correto funcionamento das 
células secretoras de GnRH no hipotálamo, assim como, das células secretoras de 
gonadotrofinas (gonadotrofos) na hipófise (1, 2). 
Disfunções ao longo do eixo HPG podem levar a diferentes graus de hipogonadismo 
hipogonadotrófico (HH). Esta perturbação endócrina é caracterizada pela ausência completa 
ou parcial do desenvolvimento sexual, devido à secreção inadequada de gonadotrofinas e 
hormonas sexuais. A principal causa subjacente ao HH é a incapacidade de ativar a secreção 
pulsátil da GnRH durante a puberdade, uma fase de desenvolvimento caracterizada por um 
aumento substancial na frequência e amplitude dos pulsos secretórios desta hormona (3). O 
HH pode ser manifestado de forma isolada ou familiar por hereditariedade dominante, 
recessiva ou ligada ao cromossoma X (3, 4). As formas congénitas desta patologia incluem a 
Síndrome de Kallmann, que é caracterizada pela deficiência em gonadotrofinas e deficiência 
da capacidade olfativa (anósmia ou hipósmia) e HH sem defeitos olfativos (HH normósmico) 
(5). O HH é uma patologia rara com uma incidência descrita de 1 a 10 casos em 100.000 
nascimentos (3), contudo, não existem dados epidemiológicos para a população portuguesa.  
Relativamente ao diagnóstico, o HH pode ser detetado na infância pela presença de 
micropénis e/ou criptorquidia em associação com baixos níveis de gonadotrofinas e hormonas 
sexuais ou, com maior frequência, na idade adulta, pela ausência do desenvolvimento de 
caracteres sexuais secundários (4). Podem ainda surgir fenótipos não-reprodutivos, como 
defeitos da linha média facial, agenesia dentária, perda de audição, agenesia renal, 
sincinesia e anomalias ósseas digitais (5, 6). Embora raramente, existem pacientes que anos 
após o diagnóstico e após tratamento hormonal evidenciam reversão do quadro de 
hipogonadismo (7-9). Os casos de reversão demonstram, após suspensão do tratamento 
hormonal, valores normais de testosterona e gonadotrofinas, aumento do volume testicular, 




1.2 Síndrome de Kallmann 
 
Há mais de 150 anos, Aureliano Maestre de San Juan, médico e professor de anatomia na 
Faculdade de Medicina de Granada, associou pela primeira vez hipogonadismo e anósmia 
aquando da autópsia realizada a um homem de 40 anos, que padecia de atrofia congénita do 
pénis e testículos e ausência de bolbos olfativos (11). Mais tarde, em 1944, Franz Joseph 
Kallmann, geneticista alemão, identificou em 3 famílias, 12 indivíduos com hipogonadismo, 
dos quais 2 possuíam deficiência mental e 9 eram portadores de anósmia. Provou não só o 
carácter genético da doença como a sua variedade fenotípica e a prevalência superior em 
homens (12). Mais tarde, De Morsier apelidou o termo displasia olfato-genital para descrever 
a associação de hipogonadismo com a ausência dos bolbos olfativos (13). Contudo, nos nossos 
dias, esta associação designa-se habitualmente por Síndrome de Kallmann (SK). 
 Durante a embriogénese, os neurónios secretores de GnRH e os neurónios olfativos têm 
origem no epitélio nasal embrionário. Os axónios dos neurónios olfativos passam através da 
placa cribiforme para formar o bolbo olfativo, e aí, estabelecem sinapses com as células 
mitrais cujos axónios irão formar o trato olfativo (14, 15). Os neurónios secretores de GnRH 
migram ao longo dos axónios olfativos, penetram na placa cribiforme seguindo a migração 
através do bolbo olfativo. Com a ajuda de fatores quimioatrativos e repulsivos, alcançam a 
área pré-ótica do hipotálamo onde iniciam a secreção pulsátil de GnRH (2) (Figura 1). 
Defeitos genéticos nos genes que regulam a migração dos neurónios olfativos e dos neurónios 
secretores de GnRH estão na base da SK. 
 
Figura 1. Representação esquemática da migração dos neurónios secretores de GnRH do epitélio nasal 
embrionário até ao hipotálamo. Durante esta migração, os neurónios olfativos ( ) passam a placa 
cribiforme para formarem o bolbo olfativo, e através do trato olfativo, atingem o seu destino final no 












A SK tem uma prevalência de cerca de 1 em 8000 e é cinco vezes mais frequente em homens 
do que em mulheres. São observados padrões de hereditariedade recessiva ligada ao 
cromossoma X, autossómica dominante e autossómica recessiva (15). 
 
1.3 Causas de hipopituitarismo 
 
O hipopituitarismo manifesta-se pela diminuição ou ausência de secreção de uma ou mais 
hormonas hipofisárias. Pode ser primário, quando advém da disfunção da hipófise anterior, ou 
secundário, caso resulte da deficiência de fatores estimuladores do hipotálamo que atuam 
normalmente na hipófise. As causas do hipopituitarismo são diversas podendo causar 
disfunção hipofisária, hipotalâmica ou ambas e resumem-se na lista dos “nove Is”: Invasive 
(invasiva), Infarction (enfarte), Infiltrative (infiltrativa), Injury (traumatismo), Immunologic 
(imunológicas), Iatrogenic (iatrogénica), Infectious (infecciosa), Isolated (isolada) e Idiopathic 
(idiopática) (16). Segue-se um breve resumo de cada uma das causas mencionadas, tal como 
descrito previamente (16).  
Na base da causa invasiva estão lesões que ocupam espaço e que levam ao hipopituitarismo 
pela lesão da glândula hipofisária, dos núcleos hipotalâmicos ou interrompendo o sistema 
porta hipotálamo-hipofisário. Como exemplo tem-se o craniofaringeoma, o tumor mais 
frequente na região hipotálamo-hipófise nas crianças, que impossibilita o funcionamento da 
hipófise pelo seu efeito compressivo. A causa de enfarte, como o próprio nome sugere, 
refere-se, por exemplo, ao enfarte hemorrágico espontâneo de um tumor hipofisário, que 
resulta frequentemente na insuficiência hipofisária parcial ou total. Por vezes o 
hipopituitarismo pode ser a manifestação clínica inicial de uma doença infiltrativa (causa 
infiltrativa), como sarcoidose (doença que se forma por acumulações anormais de células 
inflamatórias), hemocromatose (doença provocada pela absorção exagerada de ferro) e 
histiocitose das células de Langerhans (doença associada a proliferação e acumulação de 
células de Langerhans em vários tecidos). Relativamente à causa por traumatismo, um bom 
exemplo é o traumatismo craniano, quando causa insuficiência da hipófise anterior e diabetes 
insípida. Como causa imunológica, tem-se a hipofisite linfocítica que resulta em 
hipopituitarismo anterior, e ocorre mais frequentemente em mulheres durante a gravidez ou 
no período pós-parto. Pode apresentar-se como uma lesão de massa da sela turca parecida 
com um adenoma hipofisário. A radioterapia e a cirurgia da glândula hipofisária são exemplos 
de causa iatrogénica do hipopituitarismo. As causas infeciosas englobam um conjunto de 
infeções por agentes microbianos que podem comprometer a função hipofisária. Os restantes 
dois “Is” compreendem as causas de hipopituitarismo englobadas neste estudo, uma vez que 
os pacientes possuem Hipogonadismo Hipogonadotrófico Idiopático (HHI) Isolado. Idiopático 
por não ter causa conhecida, e isolado na medida em que existe apenas défice de 
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gonadotrofinas. A deficiência isolada pode ser associada a mutações em diversos genes, 
nomeadamente, nos que codificam as próprias hormonas em défice (16). Os casos idiopáticos 
incluem um grupo muito heterogénio de doentes, uns com causas adquiridas clinicamente não 
detetadas e outros com causas genéticas que são cada vez mais reconhecidas.  
 
1.4 Fatores genéticos associados ao HHI 
 
Dentro de cada espécie, os cromossomas homólogos são muito semelhantes entre si, contudo, 
em determinados locais (loci) pode existir variabilidade na sequência do DNA. Habitualmente, 
se a variação ocorre com uma frequência superior a 1% na população designa-se por 
polimorfismo, e caso seja inferior designa-se por mutação (17). A forma como se desencadeia 
esta variabilidade pode diferir, ocorrendo espontaneamente durante a replicação do DNA, 
causando alterações na sequência de nucleótidos, ou surgindo a partir de fatores externos 
(químicos ou físicos), que provocam danos à cadeia de DNA (18). Estes danos podem ocorrer 
em genes envolvidos no eixo hipotálamo-hipófise-gónadas resultando em HHI. Os genes 
habitualmente afetados estão relacionados com a migração dos neurónios secretores de 




Figura 2. Genes relacionados com o desenvolvimento e migração dos neurónios secretores de GnRH 
(KAL1, FGF8, FGFR1, PROK2, PROKR2 e CHD7) e com a síntese (GNRH1), secreção (KISS1R, TAC3 e 
TACR3) e ação da GnRH (GNRHR). As alterações genéticas nestes genes podem comprometer o correto 

















Síntese de GnRH: GNRH1
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1.4.1 Migração dos neurónios de GnRH até ao hipotálamo 
 
1.4.1.1 Gene KAL1 
 
O locus da ictiose X já tinha sido identificado no braço curto do cromossoma X, quando casos 
familiares com associação de HH, anósmia e ictiose X, levaram a que se investigasse o locus 
da SK nessa mesma região (19, 20). Em 1989, Bick et al. (21) detetaram numa criança com SK, 
ictiose X e condrodisplasia punctata ligada ao X, a existência de uma deleção na zona 
terminal do braço pequeno do cromossoma X, partindo da região 22.3. Mais tarde, após a 
morte da mesma criança, a autópsia revelou ausência de bolbos olfativos e do trato olfativo, 
e presença de malformações renais. A mãe desta mesma criança engravidou novamente, e 
abortou espontaneamente às 19 semanas de gestação. Através de estudos histológicos 
subsequentes, foi possível verificar que os neurónios secretores de GnRH se encontravam 
acumulados na região anterior do Sistema Nervoso Central (SNC), conseguindo passar a placa 
cribiforme, contudo, um erro migratório não permitiu que atingissem o hipotálamo (22). 
O gene KAL1 (Kallmann 1) (OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man): 300836– localização 
citogenética Xp22.31) é constituído por 14 exões, possui uma forma de hereditariedade ligada 
ao X e codifica uma glicoproteína extracelular formada por 680 aminoácidos, a anosmina (2). 
Esta proteína é constituída por diversos domínios; um peptídeo de sinalização no terminal N, 
uma região rica em cisteínas (cys-box), um domínio WAP (whey acidic protein (WAP)-like 
domain), quatro domínios de fibronectina tipo III (FnIII) e uma região rica em histidinas no 
terminal C (23, 24). 
Uma vez que a anosmina é uma proteína secretada, atua na superfície da célula alvo através 
da sua interação com a membrana celular, o que por sua vez depende da ligação de um dos 
quatro domínios FNIII aos proteoglicanos de sulfato de heparina. A anosmina é necessária na 
formação da plataforma que guia a migração dos neurónios que secretam GnRH, contudo, a 
sua atividade biológica exata para desempenhar a sua função ainda não é clara. Estudos 
sugerem que o papel biológico da anosmina no bolbo olfativo, seja fundamental na atração 
dos axónios olfativos para o cérebro, dado que na ausência de anosmina este trajecto não 
ocorre e os neurónios secretores de GnRH não atingem o bolbo olfativo e consequentemente o 
hipotálamo (2). Durante o desenvolvimento embrionário, a expressão da anosmina é restrita a 
membranas basais e matriz intersticial de zonas embrionárias, que incluem o 
desenvolvimento do bolbo olfativo, rim e retina (25, 26). A expressão da anosmina no rim, a 
qual precede o desenvolvimento do glomérulo renal, pode explicar o porquê de pacientes 
com SK e mutações no KAL1 apresentarem defeitos congénitos no rim, incluindo mesmo 
ausência renal (2). 
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O gene KAL1 está mutado em cerca de 10 a 20% dos pacientes com SK (27), apresentando 
maioritariamente inserções ou deleções de nucleótidos que levam à formação de sequências 
frameshift e à introdução prematura de codões de terminação (3). 
A descoberta de mutações no gene KAL1 em indivíduos com SK e com HHI normósmico (28) 
prova que este gene deve ser estudado em qualquer paciente. 
As alterações genéticas no KAL1 provocam um fenótipo da SK mais severo e menos variável 
que o fenótipo causado por outros defeitos genéticos (29, 30). As mutações neste gene, em 
indivíduos com SK, podem ainda estar associadas a diversos fenótipos não reprodutivos 
nomeadamente, sincinesia e agenesia renal. A sincinesia ocorre em mais de 75% dos pacientes 
com SK e a agenesia renal unilateral em cerca de 35% (31). 
 
1.4.1.2 Genes FGFR1 e FGF8 
 
Em 2003 ocorreu um grande avanço no conhecimento das bases genéticas na SK, com a 
descoberta de deleções cromossómicas sobrepostas em dois pacientes portadores de uma 
síndrome de genes contíguos (SK e esferocitose), na região 8p11.2-p12. O intervalo da 
deleção reduziu a pesquisa a três genes dos quais o FGFR1, que codifica o recetor tipo 1 do 
fator de crescimento do fibroblasto, era o candidato mais provável (32). 
O FGFR1 codifica um dos quatro FGFRs, que são receptores de superfície celular da família 
dos recetores tirosina cinase, e tem como função a regulação da migração neuronal, 
diferenciação, e sobrevivência, assim como, a proliferação celular durante o desenvolvimento 
embrionário (33). 
O gene FGFR1 (também denominado KAL2) (OMIM: 136350– localização citogenética 8p11.23-
p11.22) é composto por 18 exões e possui uma forma de hereditariedade autossómica 
dominante (32, 34). Este gene codifica a proteína FGFR1, um recetor transmembranar, que 
compreende uma região extracelular formada por três domínios semelhantes à 
imunoglobulina (D1, D2 e D3), uma hélice transmembranar e um domínio citoplasmático 
tirosina cinase (35). Os domínios D2 e D3 são responsáveis pela ligação ao ligando e 
especificidade de reconhecimento. A ativação do FGFR1 depende da sua dimerização, a qual 
é mediada pela ligação de Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGFs) e de proteoglicanos 
de sulfato de heparina (PSH) (Figura 3).  
Após dimerização, ocorre a autofosforilação do domínio de tirosina cinase que, por sua vez, 
ativa uma cascata de sinalização intracelular (35). Esta cascata de sinalização compreende 
três vias de sinalização a jusante do FGFR1, as proteínas cinases ativadas por mitogénios 
(MAPK), a fosfolipase Cγ (PLCγ) e a fosfatidilinositol 3- cinase (PI3K) (36) (Figura 3).  
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A anosmina exerce um duplo papel na formação do complexo de sinalização do FGFR1, que 
pode ser inibitório ou ativador. No primeiro caso a anosmina liga-se ao FGFR1 impossibilitando 
a ligação do FGF e, consequentemente, a formação do complexo de sinalização 
FGF/FGFR1/SH. No seu papel ativador, a anosmina liga-se ao SH ajudando na formação do 





Figura 3. Representação esquemática da estrutura proteica do FGFR1, mecanismo de ativação e vias de 
sinalização. Após formação do complexo FGF-PSH-FGFR1 ocorre dimerização do recetor e 
transfosforilação de várias tirosinas que se encontram na porção intracelular do FGFR1. Posteriormente 
ocorre a ativação de duas vias principais: a via do FRS2 e a via da PLCγ, que levam à regulação positiva 
da via MAPK e da via PI3K-AKT (38). D1, D2, e D3, domínios semelhantes à imunoglobulina; FGF, fator de 
crescimento de fibroblasto; PSH, proteoglicanos de sulfato de heparina; DTK, domínio tirosina cinase; 
PLCγ, fosfolipase Cγ; PIP2, fosfatil-inositol 4,5 bifosfato; DAG, diacilglicerol; IP3, trifosfato de inositol; 
PKC, proteína cinase C; FRS2, substrato 2 do FGFR; GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; SOS, 
fator de troca do nucleótido guanina; RAS, rat sarcoma virus- proteína G; RAF, rapidly accelerated 
fibrosarcoma- proteína cinase serina/treonina; MEK, proteína cinase ativadora da MAP cinase; MAPK, 








































O FGFR1 é expresso em múltiplos tecidos embrionários, incluindo esqueleto, ouvido interno e 
porção rostral do encéfalo (39, 40). O mecanismo de splicing dos transcritos do FGFR1 gera 
uma diversidade de isoformas de proteínas que são expressas diferencialmente em células e 
tecidos (41). O splicing alternativo de metade do terminal carboxilo do domínio D3, leva à 
inclusão do exão 8A ou do exão 8B, gerando as isoformas FGFR1-IIIb ou IIIc, respetivamente 
(42). Apesar destas isoformas apresentarem expressão diferencial nos tecidos e diferentes 
afinidades de ligação aos ligandos FGF (43), dados experimentais sugerem que a isoforma 
FGFR1-IIIc é a isoforma dominante, exercendo a maioria das funções biológicas do gene 
FGFR1, enquanto a isoforma IIIb desempenha um papel menor (44). 
 
À semelhança do referido para o gene KAL1, também para o FGFR1 foram efetuados estudos 
que revelaram a existência de mutações inativadoras, tanto em indivíduos com SK, como em 
indivíduos com HHI normósmico (45-47). Esta observação confirma a necessidade de pesquisar 
mutações neste gene, em doentes com e sem anósmia.  
De entre as mutações descritas, existem ainda mutações ativadoras que estão na base da 
síndrome de Pfeiffer. Esta síndrome caracteriza-se por craniossinostose, anomalias 
craniofaciais, entre outros (48). 
Os pacientes com SK e seus familiares, que possuem uma mutação no FGFR1, apresentam um 
amplo espectro de desenvolvimento pubertário, em contraste com o fenótipo clínico grave 
descrito em indivíduos com SK portadores de uma mutação no KAL1 (49). A fenda palatina é o 
fenótipo não reprodutivo mais frequente associado a mutações no gene FGFR1, estando 
presente em 30% dos indivíduos com HHI, contudo, podem existir outras malformações 
nomeadamente, surdez, anomalias dentárias e ósseas e sincinesia (32). 
Existem pelo menos 11 FGFs diferentes que podem ativar o FGFR1 (50). Diversos dados 
apontam o FGF8 (Fibroblast Growth Factor 8) como o ligando específico implicado na 
ontogenia dos neurónios secretores de GnRH. O gene é expresso nas mesmas áreas que o 
FGFR1 e regula genes envolvidos na organização neuronal (51, 52). A mutação p.L342S 
presente no FGFR1 e identificada num paciente com SK, evidenciou uma drástica redução da 
capacidade de ligação ao FGF8 (53). Ratinhos com menor expressão de FGF8 apresentaram 
disgenesia dos bolbos olfativos, assim como, alterações na cavidade nasal e perda de 
especificação do destino dos neurónios secretores de GnRH (54).  
O gene FGF8 (OMIM: 600483– localização citogenética 10q24.32) é formado por 6 exões 
codificantes (55) que levam à formação do FGF8 (56) e a forma de hereditariedade é 
autossómica dominante (3). Têm sido descritas mutações missense neste gene em pacientes 
com HHI e SK ao longo da sequência codificante (6, 28, 55). No estudo realizado por 
Falardeau et al. (55), foram identificadas seis novas mutações no gene FGF8 em indivíduos 
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não aparentados com HHI, tendo sido provada a natureza patogénica das mesmas através da 
análise da estrutura cristalina do complexo FGF8b/FGFR2c/heparina e de estudos in vitro. 
 
1.4.1.3 Gene CHD7 
 
Em 2004, Vissers et al (57) identificaram dois pacientes com síndrome de CHARGE 
(Colobomata, Heart Anomalies, Choanal Atresia, Retardation, Genital and Ear anomalies) com 
novas microdeleções sobrepostas na região 8q12, incluindo um paciente previamente relatado 
com uma translocação no cromossoma 8 (58). Sequenciaram os nove genes conhecidos 
localizados na região de sobreposição das deleções e detetaram mutações no gene CHD7 
(Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 gene) em 10 dos 17 pacientes. Foram ainda 
relatados um paciente com síndrome de CHARGE com uma deleção intersticial 8q11.2-13 (59) 
e gémeos afetados com a mesma patologia com uma translocação envolvendo a região 8q12 
(60). Nos gémeos, o ponto de rutura da translocação ocorreu entre o exão 3 e o exão 8 do 
CHD7, levando a uma haploinsuficiência deste gene. 
A síndrome de CHARGE é uma condição autossómica dominante rara, caracterizada por um 
conjunto de anomalias congénitas que conferem o acrónimo CHARGE (61). Diversos estudos 
revelaram que a anósmia, o desenvolvimento anormal do bolbo olfativo e o hipogonadismo 
hipogonadotrófico, são normalmente encontrados na síndrome de CHARGE, indicando que as 
principais características da SK também estão presentes na síndrome CHARGE. Por este 
motivo, tem sido sugerido que o gene CHD7 pode ser considerado um locus candidato em 
casos suspeitos de SK sem mutações conhecidas (62). 
O DNA eucariótico encontra-se associado a proteínas, maioritariamente histonas, sob a forma 
de cromatina. A forma primária de compactação da cromatina é o nucleossoma (63). Os 
processos, tais como, a replicação do DNA, a transcrição e a reparação do mesmo, requerem 
a remodelação da cromatina para que se tenha acesso ao DNA (63). Assim, as proteínas de 
ligação ao DNA, como a Chromodomain Helicase DNA-binding, desempenham um papel 
fundamental na activação ou repressão da transcrição através da remodelação da cromatina 
(64), que é realizada por grandes complexos multi-proteicos que contêm uma subunidade com 
um domínio SNF2/Helicase (65). Este processo é normalmente flanqueado por outros 
domínios, que são necessários para a montagem do complexo de remodelação, ou modulam a 
sua actividade através da interação com a cromatina, ou com componentes da maquinaria 
transcricional. A família chromodomain helicase DNA binding domain (CHD) é caracterizada 
pela presença de cromodomínios no terminal N do domínio SNF2 (66).  
O gene CHD7 (OMIM: 608892– localização citogenética 8q12.1-q12.2) tem uma forma de 
hereditariedade autossómica dominante (56) e é composto por 37 exões codificantes que 
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levam à formação da Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 (67). Esta proteína 
pertence a uma família de nove proteínas CHD que têm em comum a capacidade de utilizar a 
hidrólise de ATP para alterar a estrutura do nucleossoma (67). 
Relativamente aos domínios funcionais que a constituem, a proteína CHD7 é composta por 
dois cromodomínios no terminal N (modificador de organização da cromatina), seguidos pelos 
domínios SNF2 e helicase localizados centralmente, um domínio SANT (a switching-defective 
protein 3, adaptor 2, nuclear receptor corepressor, transcription factor IIIB (SANT) domain), 
dois domínios Brahma e Kismet (BRK) (64) e, no terminal C, um domínio de Leucine Zipper 
(67). 
Os cromodomínios medeiam as interações da cromatina e interagem com o DNA, RNA (ácido 
ribonucleico), e alvos de histona (67). O domínio SnF2 encontra-se em proteínas 
caracterizadas por actividade de ATPase dependente de DNA, envolvidas na manutenção, 
transmissão e expressão do genoma eucariota, regulando a estrutura da cromatina. O domínio 
helicase desempenha um papel na separação das cadeias de DNA durante a replicação, 
reparação, recombinação e transcrição (61). A função dos domínios BRK é desconhecida (67). 
O CHD7 é expresso em tecidos fetais e adultos que incluem epitélio olfativo, ouvido interno, 
olhos, sistema vascular (57), hipotálamo e hipófise (61), o que sugere uma associação deste 
gene com a migração dos neurónios secretores de GnRH. A função da proteína CHD7 ainda é 
desconhecida. Foi demonstrado que o CHD7 codifica uma proteína nuclear fisicamente 
associada com a cromatina. Co-localiza-se com promotores especialmente marcados com 
metilação de lisina 4 em histonas H3, sugerindo que o CHD7 tem como alvo um grupo de 
genes ativos podendo atuar como um ativador da transcrição (68). 
As mutações identificadas no CHD7 estão dispersas por todo o gene, não demonstrando a 
existência de hot spots, nem evidência clara de relação genótipo/fenótipo (61). 
Relativamente ao impacto das mutações no sistema reprodutivo, existe uma variabilidade que 
vai desde a puberdade tardia à ausência de puberdade (61). 
 
1.4.1.4 Gene PROK2 e PROKR2 
 
Em 2005, ratinhos com ablação do gene PROK2 (Prokineticin 2 gene) apresentaram hipoplasia 
dos bolbos olfativos, contudo, não foi descrito o fenótipo reprodutivo dos mesmos (69). Mais 
tarde, estudou-se o sistema reprodutivo de ratinhos com ablação do gene PROK2 tendo-se 
verificado que exibiam hipoplasia do sistema reprodutivo, assim como, um fenótipo idêntico 
ao da SK (46). Nos ratinhos PROK2-/- os neurónios secretores de GnRH conseguiram passar 
durante a embriogénese a placa cribiforme, contudo, não atingiram o hipotálamo (46). 
12 
Em 2006, Matsumoto et al. (70) demonstraram que ratinhos com ausência do gene PROKR2 
(Prokineticin receptor 2 gene) apresentaram um fenótipo idêntico ao da SK, com hipoplasia 
do sistema reprodutivo e bolbos olfativos. No mesmo estudo, a análise histopatológica dos 
testículos dos ratinhos com ablação do gene PROKR2, revelou redução do diâmetro dos 
túbulos seminíferos, atrofia testicular, ausência de espermátides e as células de Leydig, 
sendo poucas, ainda evidenciavam um tamanho reduzido. As fêmeas apresentaram atrofia das 
glândulas mamárias assim como do ovário, útero e vagina. Nos ovários, não se observou corpo 
lúteo e verificou-se a existência de folículos primários. A imunohistoquímica evidenciou que 
os ratinhos PROKR2-/- não apresentavam neurónios secretores de GnRH na região pré-ótica e 
na eminência mediana do hipotálamo, ao contrário dos ratinhos “wild type” (70). 
O gene PROK2 (OMIM: 607002– localização citogenética 3p13) codifica a procineticina 2, que 
possui na região N terminal o grupo de aminoácidos AVITGA (Alanina, Valina, Isoleucina, 
Treonina, Glicina, Alanina) conservados entre as espécies, evidenciando a sua importância ao 
nível da função proteica. A procineticina 2 é ainda constituida por dez cisteínas conservadas 
entre as espécies que formam 5 pontes disulfídicas (71). O gene PROK2 é composto por quatro 
exões (72), em que o primeiro codifica o péptido sinalizador, assim como os primeiros 5 
aminoácidos da região terminal N (AVITG). Este gene é traduzido numa proteína composta por 
102 aminoácidos designada por PROK2-L, que após clivagem proteolítica dá origem à PROK2, 
proteína formada por 81 aminoácidos, que é a forma mais ativa da procineticina 2. Os 21 
aminoácidos retirados são codificados pelo exão 3 que não possui nenhuma das 10 cisteinas 
conservadas (72). A forma de hereditariedade associada a este gene é autossómica recessiva 
(3) e é expresso na musculatura lisa intestinal, medula óssea, útero, coração, placenta, 
glândula suprarrenal e no testículo, mais propriamente nos espermatócitos primários. Ao nível 
do sistema nervoso central é expresso, entre outas áreas, no hipotálamo e no bolbo olfativo 
(73). 
O gene PROKR2 (OMIM: 607123– localização citogenética 20p12.3) é formado por 2 exões, 
codifica um receptor acoplado à proteína G, o recetor da procineticina 2, que é constituído 
por 384 aminoácidos (74). É expresso nas várias glândulas endócrinas, como testículos, 
ovários, hipófise, tiróide e suprarrenais, sendo também expresso ao nível do sistema nervoso 
central, no hipotálamo e bolbo olfativo (73). Estudos evidenciaram que a PROKR2 e a GnRH 
não se colocalizam nos neurónios de GnRH, sugerindo que a via da procineticina actua 




Figura 4. Cascata de sinalização típica de um recetor acoplado à proteína Gq. A ligação de um ligando a 
um recetor acoplado à proteína Gq, ativa a PLCγ (fosfolipase Cγ) que induz a hidrólise de PIP2 
(fosfatidilinositol 4,5 bifosfato) formando IP3 (trifosfato de inositol) e DAG (diacilglicerol), o que leva à 
mobilização de cálcio intracelular (Ca++) e ativação da PKC (proteína cinase C). Esta última leva por sua 
vez à ativação da RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma– proteína cinase serina/treonina) que por sua 
vez fosforila a MEK (proteína cinase ativadora da MAP cinase) que acaba por fosforilar a MAPK (proteína 
cinase ativada por mitogénio) também conhecida por ERK (cinase regulada por sinal extracelular). 
 As procineticinas estimulam o PROKR2, induzindo a cascata típica dos recetores acoplados à 
proteína Gαq/11. Nesta cascata ocorre a ativação da PLCγ, com subsequente hidrólise de 
fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PIP2) em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). A 
acumulação de IP3 nas células provoca a mobilização das reservas de cálcio intracelular, 
acabando o DAG por ativar a proteína cinase-C (PKC) (75). A ativação do recetor pode ainda 
ativar outras vias de sinalização, como a das proteínas cinases ativadas por mitogénios que 
induzem a fosforilação das p44/p42MAPK (73, 75) (Figura 4) e a da adenilato ciclase (76). A 
ativação dos recetores de procineticinas regula diversos processos biológicos nomeadamente, 
a espermatogénese (77), o ritmo circadiano (78), assim como, o desenvolvimento normal dos 





Apesar do gene PROKR2 possuir uma forma de hereditariedade autossómica recessiva (3), têm 



















funcionais sugerem que a existência de mutações monoalélicas neste gene não é suficiente 
para causar HH (79, 80). 
O fenótipo reprodutivo dos pacientes que possuem mutações nos genes PROK2/PROKR2 
heterozigóticas ou homozigóticas varia de HHI parcial a completo, incluindo casos de reversão 
completa da deficiência de GnRH. Relativamente aos fenótipos não-reprodutivos, têm sido 
descritos casos de displasia fibrosa, obesidade grave, distúrbio do sono, sincinesia e epilepsia 
(56). 
 
1.4.2 Secreção da GnRH 
 
1.4.2.1 Genes KISS1 e KISS1R (GPR54) 
 
Em 2003 foi descrita a ligação entre o gene KISS1R (Kisspeptin receptor gene) e o HHI, através 
de estudos de ligação génica em duas grandes famílias com HHIn (Hipogonadismo 
Hipogonadotrófico Idiopático normósmico) e história de consanguinidade (81, 82). Num destes 
estudos foi ainda provado que um ratinho com ablação do gene KISS1R apresentava um 
fenótipo idêntico ao de um indivíduo humano com HHIn (82). Mais tarde, foi descoberto que o 
gene KISS1R e o seu ligando são expressos em áreas do hipotálamo que controlam a 
reprodução (83). 
O gene KISS1R (OMIM: 604161– localização citogenética 19p13.3) codifica um recetor acoplado 
à proteína G formado por 398 aminoácidos (84) e é constituído por 5 exões (82). Este gene é 
também designado por GPR54 e o seu ligando é a kisspeptina que tem origem no gene KISS1 
(Kisspeptin 1 gene) (85). Quando a kisspeptina se liga ao seu recetor ocorre o acionamento da 
via Gαq, com ativação da PLCγ que leva ao aumento de produção de IP3 e à mobilização 
intracelular de cálcio (56) (Figura 4). O recetor da kisspeptina, codificado pelo gene KISS1R, é 
constituído por sete domínios transmembranares e apresenta um terminal carboxilo 
intracelular (2). 
As mutações presentes no gene KISS1R constituem 5% dos casos de HHIn e apresentam um 
padrão de hereditariedade autossómico recessivo (3). Estudos fisiológicos demonstraram que 
a kisspeptina é um potente estimulador da secreção de GnRH (86) que, juntamente com o seu 
recetor, formam um sistema neuroregulador excitatório para a secreção de GnRH (87). Foi 
identificada uma mutação ativadora no KISS1R numa menina com puberdade precoce central 
idiopática, salientando a importância deste sistema na maturação do eixo reprodutivo (87). 
Apesar de existirem com menor prevalência relativamente ao recetor KISS1R, têm sido 
também encontradas mutações no ligando KISS1 (1, 88).  
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1.4.2.2 Genes TAC3 e TACR3  
 
Através de estudos de famílias consanguíneas foram identificadas mutações nos genes TAC3 
(Tachykinin 3 gene) e TACR3 (Tachykinin receptor 3 gene) responsáveis pelo HHI. Topaloglu et 
al.(89) realizaram estudos em nove famílias consanguíneas com diversos membros afetados 
com HHIn, que foram submetidas a análise de polimorfismos por microarrays. Em três das 
famílias foram identificadas regiões em homozigotia comuns a todos os indivíduos afetados, 
mas que estavam ausentes nos indivíduos saudáveis. O locus comum às mesmas famílias 
encontrava-se no braço longo do cromossoma 4, abrangendo 20 genes. Destes, selecionaram o 
TACR3 como alvo de estudo, por ser o gene que codifica o recetor da proteína neurocinina B, 
que é altamente expressa nos neurónios hipotalâmicos. A análise deste gene permitiu então 
descobrir duas mutações homozigóticas, em que uma delas era comum a duas das três 
famílias. No mesmo estudo, numa outra família, onde foram excluídas mutações no gene 
TACR3, foi identificada uma região homozigótica comum apenas a duas irmãs afetadas e não 
à irmã saudável. Dos genes presentes na região comum (cromossoma 12) o alvo de estudo foi 
o gene TAC3, por ser o ligando do gene TACR3 (89). 
O gene TAC3 (OMIM: 162330– localização citogenética 12q13.3) codifica a neurocinina B (NKB) 
que é um membro da família das taquicininas, que por sua vez, são neurotransmissores 
excitatórios com expressão no sistema nervoso central e periférico dos mamíferos. O gene 
TACR3 (OMIM: 162332– localização citogenética 4q24) codifica o recetor da neurocinina B, que 
é um recetor acoplado à proteína G (90). Ambos os genes possuem uma forma de 
hereditariedade autossómica recessiva (3). 
O gene TAC3 é constituído por sete exões, cinco dos quais são traduzidos para formar o 
péptido preprotaquicinina B. Este pré-pró-péptido sofre uma clivagem enzimática para formar 
a proneurocinina B e em seguida a NKB. A sequência de aminoácidos do péptido ativo final é 
codificada pelo exão 5. O gene TACR3 é formado por cinco exões (91). 
A NKB é expressa no núcleo arqueado e o seu recetor nos neurónios secretores de GnRH, o 
que sugere um papel desta dupla na secreção de GnRH (27). 
Pacientes do sexo masculino que evidenciam mutações no gene TACR3 possuem micropénis e 
não entram na puberdade durante a adolescência, salientando a importância da via 
TAC3/TACR3 tanto na infância, como na ativação das gonadotrofinas, durante a puberdade 
(2). A recuperação neuroendócrina do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas foi observada num 
número considerável de pacientes de ambos os sexos, quando adultos, o que vem confirmar o 
papel fundamental destes genes nos períodos neonatal e adolescência, sendo menos crítico na 
fase adulta (92). 
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Pacientes com alterações no gene TACR3 não manifestam outros fenótipos não reprodutivos, 
contudo, portadores de alterações no gene TAC3 podem também ter associados problemas ao 
nível da aprendizagem, sugerindo que a NKB possa agir através de outros recetores sobre a 
função cognitiva (89, 92, 93). 
 
1.4.3 Ação da GnRH: genes GNRH1 e GNRHR 
 
Apesar do gene que codifica a GnRH ser o candidato mais óbvio para a deficiência de GnRH, 
foi só em 2009 que os primeiros defeitos genéticos foram relatados no gene GNRH1 
(Gonadotropin Releasing Hormone 1 gene). As mutações neste gene representam uma causa 
rara de HHIn, com uma forma de hereditariedade autossómica recessiva (94, 95). 
O gene GNRH1 (OMIM: 152760– localização citogenética 8p21.2) é constituído por quatro 
exões (2) dos quais, três são codificantes e levam à formação de uma pré-pró-hormona de 92 
aminoácidos, que é processada para produzir o decapéptido GnRH e o peptídeo associado à 
GnRH (GAP) (94). A primeira mutação encontrada neste gene foi relatada em dois irmãos com 
HHIn, uma adenina foi inserida em homozigotia na região terminal N (c.18-19insA) (96). 
O GNRHR (OMIM: 138850– localização citogenética 4q13.2) é constituído por três exões que 
codificam uma proteína de 328 aminoácidos (2), expressa principalmente nos gonadotrofos da 
hipófise mas também nos ovários, testículos, placenta e próstata (97). Este gene codifica o 
recetor de GnRH, membro da família dos recetores acoplados à proteína G, e como tal, é 
constituído por sete domínios transmembranares, não apresentando um terminal carboxilo 
intracelular (98). Os domínios extracelulares, assim como, as regiões superficiais dos domínios 
transmembranares, estão envolvidos na ligação da GnRH. Pensa-se que os domínios 
transmembranares estão relacionados com a configuração do recetor e mudança 
conformacional associada à propagação do sinal, ou seja, estão relacionados com a ativação 
do recetor (99). Julga-se que estas modificações permitem mudanças conformacionais nos 
domínios intracelulares, envolvidos na interacção com proteínas G e outras proteínas de 
transdução de sinal intracelular (99). 
A activação do receptor de GnRH aumenta a mobilização de cálcio e estimula o influxo de 
cálcio extracelular. Este aumento de cálcio intracelular induz a secreção de LH e FSH pela 
hipófise (3). 
A forma de hereditariedade do GNRHR é autossómica recessiva e a maioria dos pacientes 
possui mutações compostas em heterozigotia (100). As mutações neste gene estão entre as 
primeiras descritas em pacientes com HHIn (101), sendo que 3,5% a 16% encontram-se em 
casos esporádicos e até 40% em casos familiares (3). 
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1.5 Mutações oligogénicas 
 
O HHI tem sido classificado em duas entidades clínicas distintas, a SK e o HHIn. Contudo, esta 
classificação tem sido posta em causa, uma vez que, as duas condições podem existir em 
diferentes membros de uma mesma família, indicando que podem constituir diferentes 
manifestações fenotípicas do mesmo defeito genético (32, 34, 49, 101-104). Deste modo, o 
HHI pode ser considerado como uma doença genética complexa, caracterizada pela 
variabilidade fenotípica, penetrância incompleta e modos de hereditariedade distintos. 
Acrescenta-se ainda que, na base do HHI pode existir a influência de fatores ambientais que 
poderão exercer efeitos epigenéticos na expressão dos genes, e ainda, a existência de 
polimorfismos ou defeitos genéticos em genes adicionais, que interagem levando ao 
desenvolvimento da doença (105). 
Determinadas observações, nomeadamente em casos esporádicos, sugerem que o HHIn / SK 
nem sempre é uma doença mendeliana monogénica como se pensava anteriormente, mas 
poderá surgir como uma condição digénica ou potencialmente oligogénica (106). Um estudo 
efetuado com 397 pacientes com HHI, revelou a existência de 22% de pacientes com variações 
genéticas num locus e 2,5% de casos com variações genéticas em mais do que um locus, o que 
pode explicar a variabilidade fenotípica da deficiência isolada de GnRH (28). 
 
1.6 Análise in silico 
 
A identificação de alterações patogénicas na sequência de DNA de pacientes com doenças que 
poderão ser hereditárias, é uma das principais tarefas da genética médica. Os avanços da 
tecnologia têm permitido gerar grandes quantidades de dados de sequências do genoma. Por 
exemplo, os resultados do projeto 1000 Genomas sugerem que cada genoma humano contém 
aproximadamente 10.000-11.000 variações não-sinónimas e 10.000-12.000 variações 
sinónimas. Estima-se ainda, que um indivíduo possa possuir 200 inserções ou deleções in-
frame e ser heterozigótico para 50 a 100 variantes associadas a doenças (107). Assim, têm 
sido desenvolvidas ferramentas de bioinformática que fornecem previsões sobre os efeitos 
funcionais de alterações genómicas (107). Vários algoritmos foram desenvolvidos para prever 
o efeito de variantes missense na estrutura e função das proteínas, nomeadamente o Sift 






O programa Sift (Sorting Intolerant From Tolerant) prevê se uma substituição aminoacídica 
afeta a função da proteína e, consequentemente, se poderá alterar o fenótipo. O prognóstico 
é baseado no grau de conservação de resíduos de aminoácidos em sequências relacionadas, 
recolhidas através de PSI-BLAST (113). Este programa presume que os aminoácidos 
importantes estarão conservados na família proteica, de modo a que alterações em locais 
muito conservados tenham um prognóstico considerado prejudicial. Por exemplo, se uma 
determinada posição num alinhamento de uma família proteica tem sempre o aminoácido 
isoleucina, presume-se que a substituição deste aminoácido por qualquer outro tenha um 
papel prejudicial, assumindo que a isoleucina é necessária para a correta função da proteína. 
Se, pelo contrário, num alinhamento temos na mesma posição aminoácidos hidrofóbicos como 
isoleucina, valina e leucina, o Sift assume que naquela posição só podem existir aminoácidos 
hidrofóbicos, para que o resultado seja neutro. Este programa considera a posição em que a 
alteração ocorreu e o tipo de alteração de aminoácido. Dada uma sequência proteica, o Sift 




O programa Provean (Protein Variation Effect Analyzer) prevê o impacto funcional para todas 
as classes de variações na sequência proteica; alterações de aminoácidos, inserções, deleções 
e substituições múltiplas. Em alinhamentos de sequências emparelhadas, as pontuações de 
alinhamento podem ser usadas como uma medida de similaridade de sequências, para avaliar 
a probabilidade dos pares de sequências serem homólogas ou relacionadas. De acordo com 
este conceito, pode-se interpretar uma alteração na pontuação de alinhamento causada por 
uma variação de aminoácido, como o impacto da variação na função da proteína. Por 
exemplo, dada uma proteína A, vamos supor que existe uma proteína B homóloga que é 
funcional. Para medir o efeito de uma variação na proteína A, podemos medir a semelhança 
entre a proteína A e B, antes e depois da introdução da variação. Uma variação que reduz a 
semelhança de uma proteína para a proteína funcional homóloga B é mais suscetível de 
causar um efeito prejudicial. Assim, a pontuação de alinhamento é usada como uma medida 
de mudança na semelhança causada por uma variação (107). Este programa calcula uma 
pontuação delta que é usada para medir o efeito da variação. Pontuações baixas são 
interpretadas como variações de aminoácidos que conduzem a um efeito deletério sobre a 
função da proteína, enquanto pontuações elevadas são interpretadas como variações com 
efeito neutro sobre a função da proteína. No cálculo desta pontuação de alinhamento entra-
se em conta com a posição do aminoácido, a frequência da substituição, as propriedades 
químicas dos 20 aminoácidos e o contexto da sequência (nucleótidos que rodeiam o local da 
variação). Como a pontuação delta considera pontuações de alinhamento derivadas das 
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regiões próximas, pode ser estendido a todas as classes de variantes de sequências incluindo 




O programa PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) é uma ferramenta que prevê os 
efeitos prejudiciais de mutações missense. Usa oito características baseadas na sequência e 
três características baseadas na estrutura, para prever o efeito das alterações de 
aminoácidos. A maioria destas características envolve a comparação de uma propriedade do 
tipo selvagem (ancestral, normal) e da correspondente propriedade do alelo mutante 
(causador de doença). O programa seleciona um conjunto de sequências homólogas usando 
um algoritmo de agrupamento e cria um alinhamento múltiplo. As características que usa 
qualificam: o grau de homologia entre dois alelos, dado o padrão de substituições de 
aminoácidos no alinhamento de várias sequências; quão distante a proteína que possui a 
variação é da proteína humana sem alteração; e se o alelo mutado se encontra num local com 
propensão para mutações (109). A importância funcional de uma substituição no alelo é 
prognosticada a partir das suas características individuais através de um classificador Naive 
Bayes, que utiliza informações obtidas a partir de alinhamentos de sequências e propriedades 
estruturais de proteínas (por exemplo, área de superfície acessível do resíduo de aminoácido, 
etc.) (109). 
 
1.6.4 Mutation Taster 
 
O Mutation Taster é uma aplicação que realiza uma rápida avaliação do potencial que uma 
alteração na sequência de DNA possui em causar doença. Integra informações de diferentes 
bases de dados biomédicos e usa ferramentas de análise que incluem conservação evolutiva, 
mudanças em locais de splicing, perda de caraterísticas de proteínas e alterações que podem 
afetar a quantidade de mRNA. Os resultados do teste são avaliados por um classificador Naive 
Bayes, no qual se prevê o potencial de doença. Dependendo da natureza da alteração, o 
programa escolhe entre três modelos de previsão; alterações sinónimas ou intrónicas (without 
aae), alterações que afetam um único aminoácido (simple aae) ou alterações que causam 






A complexidade da estrutura molecular faz com que a visualização seja essencial para a 
compreensão da biologia estrutural. O programa Pymol desempenha uma grande variedade de 
funções, incluindo a visualização em 3D da proteína em causa (111). Deste modo, pode 
observar-se a interação entre os diferentes aminoácidos numa molécula e assim, permite 
prognosticar o possível efeito de alterações aminoacídicas numa dada proteína.  
 
1.6.6 Human Splicing Finder 
 
O splicing do pré-RNA mensageiro é um processo essencial, altamente regulado, que ocorre 
após a transcrição do gene e antes da tradução do mRNA. Por forma a compreendermos se 
uma determinada variante exónica ou intrónica pode levar a um defeito no splicing, pode-se 
utilizar o programa informático Human Splicing Finder, cuja função destina-se a estudar o 
splicing do pré-mRNA (112). Este programa, por meio de algoritmos e matrizes, calcula 
valores consenso de potenciais locais de splicing, assim como, procura branch points e analisa 




O objetivo geral desta tese foi realizar um estudo de âmbito nacional, acerca da genética 
molecular e genómica funcional do HHI, em pacientes portugueses, de forma a ampliar o 
conhecimento acerca deste distúrbio e da complexidade do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas 
normal humano. Para dar cumprimento ao objetivo geral, estipularam-se os seguintes 
objetivos específicos: 1) Realizar análise mutacional em doentes portugueses com HHI e 
determinar a frequência de defeitos genéticos no eixo hipotálamo-hipófise-gónadas; 2) 
Avaliar as consequências funcionais das mutações identificadas; e 3) Analisar os resultados 
dos estudos genéticos em conjunto com as características clínicas dos pacientes, de modo a 

























A elaboração desta tese teve a colaboração de uma rede de 19 departamentos clínicos que 
incluem os principais centros de endocrinologia adulta e pediátrica do país: Unidade de 
Endocrinologia Pediátrica, Hospital Santa Maria, Lisboa; Serviço de Endocrinologia, Diabetes e 
Metabolismo, Hospital de Santa Maria, Lisboa; Unidade de Endocrinologia Pediátrica, Hospital 
Dona Estefânia, Lisboa; Serviço de Endocrinologia, Hospital de Curry Cabral, Lisboa; Consulta 
de Endocrinologia, Hospital da Luz, Lisboa; Serviço de Endocrinologia, Diabetes e 
Metabolismo, Hospital Militar Principal, Lisboa; Serviço de Endocrinologia, Instituto Português 
de Oncologia de Lisboa; Serviço de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Hospitais da 
Universidade de Coimbra; Unidade de Endocrinologia Pediátrica, Hospital Pediátrico de 
Coimbra; Serviço de Endocrinologia, Instituto Português de Oncologia de Coimbra; Serviço de 
Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Hospital de Santo António, Porto; Unidade de 
Endocrinologia Pediátrica, Hospital de Santo António, Porto; Serviço de Endocrinologia, 
Diabetes e Metabolismo, Hospital de São João, Porto; Unidade de Endocrinologia e 
Diabetologia Pediátrica, Hospital de São João, Porto; Serviço de Endocrinologia, Instituto 
Português de Oncologia do Porto; Serviço de Endocrinologia, Hospital de Braga; Serviço de 
Pediatria, Hospital de Braga; Serviço de Pediatria, Centro Hospitalar do Alto Ave, Guimarães; 
Serviço de Endocrinologia, Centro Hospitalar do Tâmega e Sousa, Amarante, e Serviço de 
Endocrinologia, Hospital Garcia de Orta, Almada. Os médicos destes departamentos foram 
responsáveis pelo fornecimento dos dados clínicos, bem como das amostras de sangue dos 
pacientes. Os dados clínicos foram cuidadosamente analisados, pacientes com história de 
hipopituitarismo adquirido (por exemplo, tumores intracranianos, infecções como a 
meningite, entre outros) foram excluídos do estudo por ser improvável terem uma origem 
genética. Por outro lado, certas características clínicas forneceram pistas sobre o tipo de 
defeito genético envolvido, permitindo selecionar os genes a estudar prioritariamente em 
cada caso. Por exemplo, o HH associado a anósmia é indicativo de SK e permite que o estudo 
genético seja iniciado pelos genes KAL1 e FGFR1. Outras características fenotípicas, tais como 
anomalias renais, esqueléticas ou neurológicas, bem como o modo de hereditariedade 
(autossómica recessiva, dominante ou recessiva ligada ao X) podem fornecer informações 
sobre o provável defeito genético subjacente.  
Os critérios de inclusão foram pacientes de ambos os sexos com HHI que não alcançaram a 
puberdade espontaneamente até aos 18 anos ou que a atingiram abaixo desta idade por 
terapeutica médica ou com anósmia documentada. O estudo envolveu 50 pacientes de 
famílias distintas de nacionalidade portuguesa com HHI (42 homens e 8 mulheres), dos quais 
22 tinham SK e 28 HHI normósmico. Sempre que possível, os membros da família, afetados ou 
não, foram também estudados. A população controlo foi constituída por 200 voluntários 
portugueses não relacionados e recrutados de entre dadores de sangue do Instituto Português 
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do Sangue. Foi obtido o consentimento informado de todos os participantes e o estudo foi 
aprovado pela Comissão de Ética da Instituição (Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade 
da Beira Interior, Ref: CE-FCS-2012-012). 
Na Tabela I encontra-se a descrição clínica dos pacientes englobados neste estudo.  
 
Tabela I. Descrição clínica dos 50 pacientes englobados no presente estudo. 
 
Paciente Sexo Idade 
diagnóstico 
Diagnóstico Descrição clínica RM/ 
TAC 
Paciente 
2520 M 21 SK 
Atraso pubertário, 
escala de Tanner-2/3 







































5040 M 16 SK Atraso pubertário 
RM crânio-
encefálica: ausência 














5102 M 15 HHIn 
Atraso pubertário, 
escala de Tanner-2 
(volume testicular 1,5 
cc); agenesia renal 
unilateral 
Hipófise normal Irmão (6999) 
com HHIn 
5135 M 32 SK Atraso pubertário  Não 





5139 M 14 HHIn Atraso pubertário Hipófise normal Não 













Paciente Sexo Idade 
diagnóstico 
Diagnóstico Descrição clínica RM/ 
TAC 
Paciente 










5164 M 16 SK Atraso pubertário  Não 
5174 M 15.9 SK 
Atraso pubertário, 
Escala de Tanner 1 



























5183 M  SK Atraso pubertário; 
criptorquidia bilateral 
 Não 
5184 M 17.4 HHIn 
Atraso pubertário, 
volume testicular 




























mellitus tipo 2 
Hipófise normal Não 

























mas sem HHI 









Paciente Sexo Idade 
diagnóstico 
Diagnóstico Descrição clínica RM/ 
TAC 
Paciente 




















5236 M 27 HHIn 
Atraso pubertário; 
disfunção eréctil; 
diminuição da líbido 
 Não 



















Irmãos (5405 e 
5404) com HHIn 










5943 M 15 HHIn 
Atraso pubertário, 










6021 F 18 HHIn 
Atraso pubertário, 
amenorreia primária 
Hipófise normal Não 
6024 M 40 HHIn 
Atraso pubertário, 
escala de Tanner 3 























normal, ausência de 
bolbos olfativos 
Não 














Paciente Sexo Idade 
diagnóstico 
Diagnóstico Descrição clínica RM/ 
TAC 
Paciente 
6889 M 19 HHIn Atraso pubertário Hipófise normal Não 
6980 M  HHIn   
Irmã (6981) com 
HHn 





Não se identificam 
bolbos olfativos 
Não 




Hipófise normal Não 
7031 F  HHIn 
Atraso pubertário, 
amenorreia primária Hipófise normal Não 
7039 M 16 SK Atraso pubertário 
RM crânio-
encefálica: hipófise 
normal, agenesia do 
trato e bolbos 
olfativos 
Não 
7074 M 35 SK Atraso pubertário 
Hipoplasia da 






7081 M 19.7 HHIn 
Atraso pubertário, 
escala de Tanner 2 





Pai iniciou o 
desenvolvimento 
pubertário aos 






M– Masculino; F– Feminino; RM- Ressonãncia Magnética; TAC– Tomografia Axial Computorizada, SK– 
Síndrome de Kallmann, HHIn– Hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático normósmico. 
 
 
2.2 Análise de mutações em pacientes com HHI 
 
2.2.1 Extração e purificação do DNA a partir de sangue 
periférico 
 
O DNA genómico de cada paciente foi extraído de leucócitos de sangue periférico, usando o 
método de salting-out (adaptado de Miller et al.(114)). Resumidamente, para a lise de 
eritrócitos, num tubo de centrífuga de 50 mL, adicionaram-se a 10 mL de sangue e 30 mL de 
tampão de lise RBC (Red blood cell) a 4°C (RBC: 155 mM NH4Cl; 20 mM KHCO3; 0,1 mM 
Na2EDTA; pH 7,4). Após mistura no vortex (Velp Scientifica, Milan, Italy) a solução foi mantida 
no gelo durante 15 minutos fazendo inversões frequentes, seguindo-se centrifugação a 2500 
rpm (rotações por minuto) durante 10 minutos a 4°C (AllegraTM X-22R, Beckman Coulter, 
Fullerton, Ca, EUA). Repetiu-se o mesmo procedimento de adição de tampão de lise, 
manutenção em gelo e centrifugação até que o sedimento de células ficasse branco.  
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Com vista à lise de leucócitos, após ressuspender por vortex o sedimento de células, 
adicionaram-se 5 mL de tampão SE (extração secundária) (75 mM NaCl; 25 mM Na2EDTA; pH 
8,0), 12,5 µL de proteinase K (20 mg/ml) e 500 µl de SDS 10% (dodecilsulfato de sódio) 
ficando a solução a incubar durante a noite a 55°C (ou no mínimo durante 6 horas) num bloco 
térmico (Star Lab, Chennai, Índia). Cada um dos reagentes tem uma função específica: o 
tampão SE contém agentes quelantes que se ligam a cofatores de nucleases para evitar a 
degradação do DNA por estas enzimas, o SDS é um detergente que dissolve a membrana 
celular e desnatura as proteínas e a proteinase K digere proteínas (115). 
Para a precipitação de proteínas adicionaram-se 3 mL de NaCl saturado (6M) e incubou-se 
novamente a solução a 55°C durante 10 minutos. Em seguida agitou-se no vortex durante 25 
segundos, aos quais se seguiu uma centrifugação a 4000 rpm, durante 30 minutos à 
temperatura ambiente. 
Com vista à precipitação do DNA, o sobrenadante foi descartado para um novo tubo de 
centrífuga de 50 mL tendo-se adicionado ao mesmo etanol a 100%, perfazendo duas vezes o 
volume do sobrenadante. Como o DNA é insolúvel no etanol, quando este reagente é 
adicionado e após diversas inversões ao tubo de centrífuga as moléculas de DNA agregam-se 
formando um novelo. Centrifugou-se a 4500 rpm, durante 5 minutos a 4°C e posteriormente 
rejeitou-se o sobrenadante observando sempre o sedimento de DNA no fundo do tubo de 
centrífuga. Seguidamente efetuou-se lavagem do DNA adicionando 10 mL de etanol a 70% e 
centrifugando a 4500 rpm, durante 5 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e 
transferiu-se com a ajuda de uma ponta estéril o sedimento de DNA para um tubo de 
microcentrífuga de 1,5 mL, ficando este a secar à temperatura ambiente durante 30 minutos. 
O sedimento de DNA foi reidratado com 1 mL de tampão TRIS-EDTA (TE) (ácido 
etilenodiamino tetra-acético de tris) e mantido em agitação lenta e permanente durante a 
noite à temperatura ambiente. A concentração e o grau de pureza do DNA foram 
determinados através da medição da densidade ótica de cada amostra por espectrofotometria 
ultravioleta, usando comprimentos de onda de 260 e 280 nm (NanoPhotometer 
Spectrophotometer B-80-3004-33, Implen GmbH, Munich, Germany). O DNA absorve a 
comprimentos de onda de 260 nm e as proteínas a 280 nm, assim, uma amostra de DNA puro 
(sem contaminação por proteínas ou RNA) tem um rácio A260/A280 entre 1,8 e 2,0. 
Finalmente, o DNA foi armazenado a -80ºC. Para uso corrente, procedeu-se à diluição de 
parte do DNA em TE com uma concentração de 100 ng/µl num volume de 200 µl que ficou 




2.2.2 Reação de polimerização em cadeia (PCR)  
 
A obtenção de uma grande quantidade de fragmentos de DNA específicos é uma ferramenta 
indispensável em biologia molecular. A reacção de polimerização em cadeia (PCR) é uma 
técnica de amplificação enzimática que pode ser utilizada, quando as sequências de 
nucleótidos nas extremidades de uma região particular de DNA são conhecidas, por forma a 
obter uma amplificação exponencial de um fragmento específico de DNA (116, 117). 
Os pacientes foram rastreados para os principais genes relacionados com o eixo hipotálamo-
hipófise-gónadas, KAL1, FGFR1, FGF8, PROK2, PROKR2, CHD7, GNRH1, GNRHR, KISS1R, TAC3 
e TACR3. Foram amplificados os exões, os limites intrão/exão e as regiões promotoras de 
cada um dos genes mencionados, sendo que, os oligonucleotidos e as condições otimizadas de 
funcionamento se encontram descritos no Anexo I. Todos os exões foram amplificados com a 
Taq (Thermus aquaticus) polimerase (Dream Taq Green DNA, ThermoScientific, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, EUA). Numa reação de 25 µL foram adicionados cerca de 100 ng de 
DNA genómico, 0,2 mM de cada desoxinucleótido trifosfato (dNTP) (Nzytech, Lisboa, 
Portugal), 0,25 µM de cada oligonucleótido, 1 U de enzima Taq (Thermus aquaticus) 
polimerase e respetivo tampão contendo 1,0, 1,5 ou 2,0 mM de MgCl2, dependendo do exão e 
do gene (Anexo I). 
A reação de PCR decorreu num termociclador (T100TM, Bio RAD, Hercules, CA, EUA) com um 
período inicial de desnaturação de 5 minutos a 95°C, seguidos de 34 ciclos em que cada um 
foi composto por 30 segundos de desnaturação a 95°C, 30 segundos de emparelhamento entre 
53-60°C (Anexo I) e 30 segundos de extensão a 72°C. Decorridos os 34 ciclos, a reação de PCR 
terminou com um período de extensão final a 72°C, durante 10 minutos. 
 
2.2.3 Sequenciação do DNA 
 
Para a análise mutacional dos genes em estudo recorreu-se à sequenciação. Em 1977, Sanger 
et al.(118) descreveram o método de terminação de cadeia didesoxi. A principal finalidade 
deste método consiste na síntese de cadeias a partir do fragmento de DNA de interesse, que 
são marcadas numa extremidade pela presença de um ddNTP (2 ', 3'-didesoxinucleótidos 
trifosfato) e diferem de comprimento em um nucleótido. A síntese de cadeias truncadas 
ocorre devido à utilização dos ddNTPs que, em contraste com os dNTPs normais, não possuem 
um grupo 3'-hidroxilo. A ausência deste grupo nos ddNTPs faz com que eles possam ser 
incorporados numa cadeia crescente de DNA através de uma polimerase de DNA, contudo, 
uma vez incorporados não podem formar uma ligação fosfodiéster com o nucleótido seguinte, 
levando à terminação da síntese da cadeia. Procede-se à electroforese destas cadeias para 
determinar a sequência de bases no DNA. Atualmente este processo está facilitado pela 
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utilização de equipamentos de sequenciação automática de DNA. Estes equipamentos 
possuem detetores de fluorescência que conseguem distinguir os quatro marcadores 
fluorescentes para timinas, adeninas, citosinas e guaninas (117). 
A metodologia inicia-se com a desnaturação de uma amostra de DNA de cadeia dupla para 
gerar duas cadeias simples, onde um primer vai hibridar para se iniciar a reação de 
polimerização. Nestas reações, os ddNTPs, que se encontram em concentrações mais baixas 
quando comparando com os dNTPs, são incorporados aleatoriamente nas posições de dNTP 
correspondente, provocando a interrupção da síntese. Como cada um dos quatro ddNTPs tem 
incluído um fluorocromo específico, torna-se possível a identificação de cada fragmento 
truncado após a sua migração através do gel de electroforese e, como tal, a sequência de 
DNA pode ser determinada pela ordem em que cada fragmento passa através do detetor de 
fluorescência (117). 
Antes de realizar a reação de sequenciação, para confirmar se ocorreu amplificação dos 
fragmentos de DNA que pretendíamos, efetuou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1%, 
tendo sido utilizados na corrida 5 µL do produto de PCR e 2 µL do marcador apropriado 
(GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 
Os fragmentos foram visualizados num iluminador ultra violeta (Uvitec, Cambridge, Reino 
Unido) e fotografados usando o software FireReader (Version 15.15, Uvitec, Cambridge, Reino 
Unido). O restante produto foi purificado enzimaticamente utilizando-se as enzimas 
exonuclease I e fosfatase alcalina (EXO-SAP, Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA). 
Adicionou-se a cada amostra 0,5 µL de EXO e 1,0 µL de SAP e incubou-se durante 20 minutos a 
37°C seguidos de 20 minutos a 80°C. 
A preparação das amostras de DNA a sequenciar é composta por dois passos principais: 
realização da reação de sequenciação de DNA e precipitação com etanol. 
Relativamente à reação de sequenciação de DNA, para cada amostra foram realizadas duas 
reações (correspondentes a cada uma das direções da cadeia). Cada reação de 11 µL foi 
preparada com cerca de 14 ng de amostra de DNA, 0,25 µM do primer e 0,5 a 2,5 µL de DTCS 
Quick Start Master Mix (GenomeLab, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA), dependendo do 
comprimento do fragmento. Os primers utilizados para a reação de sequenciação foram os 
mesmos utilizados na reação de PCR. A reação de sequenciação decorreu num termociclador, 
iniciou-se com um período de desnaturação de 5 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos em que 
cada um foi composto por 20 segundos de desnaturação a 96°C, 20 segundos de 
emparelhamento a 55°C e 40 segundos de extensão a 72°C. Após os 30 ciclos, decorreu um 
período de extensão final a 72°C, durante 8 minutos. 
Para a precipitação de cada reação de sequenciação efetuada adicionou-se 1 µL de acetato de 
sódio (3 M, pH 5,2), 1 µL de EDTA (100 mM Na2-EDTA, pH 8,0), 0,5 µL de glicogénio (20 
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mg/mL) e 60 µL de etanol 95% a -20°C. Esta solução foi centrifugada a 3000 rpm durante 30 
minutos a 4°C. Para lavagem do sedimento resultante adicionaram-se 200 µL de etanol a 70% 
e centrifugou-se novamente a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Retirou-se o etanol e 
deixou-se secar o sedimento à temperatura ambiente. Em seguida, ressuspendeu-se cada 
sedimento em 10 µL de SLS (Sample Loading Solution) e este produto foi submetido à 
eletroforese num sequenciador automático de DNA capilar (GenomeLab TM GeXP, Genetic 
Analysis System, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). O método utilizado para sequenciar 
as amostras incluiu uma temperatura capilar de 50ºC, uma temperatura de desnaturação de 
90ºC durante 120 segundos, uma voltagem de injecção de 2,0 kV durante 15 segundos e uma 
voltagem de separação de 4,0 kV durante um determinado período de tempo variável 
dependendo do comprimento do fragmento. 
As sequências obtidas foram comparadas com as sequências de referência existentes no NCBI 
usando o programa de análise GenomeLab Genetic Analysis System software (Version 10.2, 
Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). 
Todas as mutações identificadas foram confirmadas em dois produtos de PCR diferentes e 
sequenciadas nas duas direções do DNA Forward e Reverse. As variantes identificadas foram 
designadas tendo por base a nomenclatura padrão (119). Salienta-se, que quando 
encontrámos alteração genética num determinado gene não foi descartada a hipótese de 
existirem mais mutações oligogénicas, tendo-se sequenciado todos os pacientes para os 
principais genes envolvidos no funcionamento do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas. 
 
2.2.4 Critérios de patogenicidade  
 
Habitualmente, a designação de polimorfismo refere-se a uma alteração no DNA que está 
presente numa população com uma frequência igual ou superior a 1% (120). O limite que 
destingue variantes raras de variantes comuns difere na comunidade científica, 
principalmente depois do aparecimento de métodos de sequenciação maciça do DNA (Next 
Generation Sequencing - NGS), sendo um valor arbitrário. Por exemplo, Frazer et al. (121) 
sugerem que uma variante deverá ser considerada rara quando possuir uma frequência alélica 
<1%, enquanto que para Gorlov et al. (122), o limite são 5%. Bodmer e Bonilla (123) usam 
também um limite máximo de 1%, mas sugerem um limite inferior de 0,1% para distinguir 
variantes raras de uma terceira categoria de variantes, que incluem o que eles designam de 
“mutações claramente deletérias”. Cirulli e Goldstein (124) definem quatro categorias de 
variantes com base na sua frequência: "muito comum", variantes com uma frequência entre 5 
e 50%; "menos comum", com uma frequência entre 1 e 5%; “rara (mas não privada)” com uma 
frequência <1%, mas que ainda são polimórficas em uma ou mais grandes populações 
humanas; e "privado", que são restritos a pacientes e parentes imediatos.  
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Com o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciação, mutações que se pensava 
serem raras numa população foram encontradas em frequências superiores a 1%, existindo 
ainda uma falta de associação de algumas mutações raras com doenças humanas. Ao 
comparar populações separadas geograficamente, por vezes verifica-se que uma mutação 
causadora de doença numa população é inofensiva noutra e vice-versa (125). Deste modo, não 
devemos classificar uma variante de acordo apenas com a frequência na população, nem 
apenas com a sua capacidade em causar doença. Esta dificuldade na categorização das 
diferentes alterações encontradas no DNA tornou necessário estabelecer determinados 
critérios de classificação, de forma a manter um compromisso entre o pré e pós Next 
Generation Sequencing.  
Para classificarmos uma variante como patogénica tivemos em conta alguns critérios. As 
variantes nonsense e frameshift exónica foram consideradas patogénicas, uma vez que levam 
à formação de codões de terminação prematuros que tornam a proteína disfuncional. Para as 
restantes variantes foram consideradas patogénicas as que possuíam uma MAF (Minor allele 
frequency) inferior ou igual a 1% e consideradas nefastas em pelo menos dois programas 
bioinformáticos. Sempre que possível recorremos ao MAF obtido na nossa população de 
controlo Portuguesa ou, em alternativa, na base de dados internacional Ensembl (disponível 
em www.ensembl.org/). Às variantes missense e in-frame aplicaram-se os programas Sift 
(108), Provean (107), Polyphen (109), Mutation Taster (110) e Human Splicing Finder (112); 
às variantes sinónimas aplicaram-se os programas Sift, Provean, Mutation Taster e Human 
Splicing Finder; às variantes intrónicas e às que se encontram em regiões não codificantes 
aplicaram-se os programas Mutation Taster e Human Splicing Finder. Foram consideradas 
patogénicas as variantes que resultaram em nefastas em pelo menos dois programas. Nestes 
casos ainda verificámos, quando possível, através do Mutation Taster, a conservação dos 
aminoácidos entre espécies e mapeamos as variantes no programa Pymol (111). 
 
2.2.5 Confirmação de mutações por endonucleases de restrição  
 
A análise com endonucleases de restrição foi usada como um método independente para 
confirmação das mutações detetadas pela sequenciação de DNA. Esta análise permitiu 
pesquisar se as alterações encontradas estariam ou não presentes num painel de controlos 
saudáveis e, se existia segregação das mutações nos familiares dos pacientes. Foi 
determinado que, para detetar um polimorfismo presente em 1% da população, com um poder 
estatístico de 80%, seria necessário analisar um mínimo de 210 cromossomas (105 controlos). 
Recorreu-se ao programa Nebcutter 2.0 disponível na internet 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) para verificar se uma determinada mutação resultou na 
introdução ou eliminação de um local de corte de uma enzima de restrição. Localizada a 
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enzima de interesse, o DNA foi amplificado por reação de PCR (como descrito no ponto 3.1.6) 
e seguidamente digerido com a enzima, de acordo com as condições recomendadas pelo 
fabricante (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, EUA). Por fim, os fragmentos resultantes 
da restrição enzimática foram separados por eletroforese em gel de agarose entre 1 e 4% ou 
acrilamida 8% e visualizados num transiluminador ultra violeta (Uvitec, Cambridge, Reino 
Unido). Por vezes, não foi possível encontrar uma enzima que permitisse a realização de um 
corte, nesses casos, construímos um primer com uma alteração num nucleótido, de modo a 
formar um local de corte reconhecido por uma enzima de restrição. Ocorreram ainda casos 
em que para além do primer alterado tivemos que desenhar um novo primer no sentido 
inverso, para que as bandas produzidas pelo corte enzimático tivessem um tamanho que 
permitisse uma melhor visualização (no Anexo II encontram-se discriminados para cada 
alteração os primers utilizados com o nucleótido alterado sublinhado). 
 
2.2.6 Confirmação de mutações por Allele-specific PCR  
 
A técnica de allele-specific PCR foi usada como um método independente para confirmação 
das mutações detetadas pela sequenciação de DNA, quando não foi possível usar 
endonucleases de restrição. Para cada variante utilizou-se um par de primers que apenas 
amplificasse para o alelo mutado. Um dos primers foi desenhado ficando com o nucleótido 
mutado na extremidade 3’ e para criar instabilidade alterou-se mais um nucleótido na 
antepenúltima posição, a contar da extremidade 3’ (126). 
Para garantir que os 200 controlos não amplificaram para o alelo com a variante por um 
defeito na reação de PCR, foram ainda utilizados na técnica de allele-specific PCR mais um ou 
dois primers cujo fragmento por eles produzido funcionasse como controlo interno da reação 
(no Anexo II encontram-se discriminados para cada alteração os primers utilizados para a 
técnica de allele specific PCR). 
 
2.2.7 Clonagem com o vetor pGEM-T  
 
Cada mutação frameshift heterozigótica foi confirmada por clonagem dos produtos de PCR 
utilizando o Kit pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI, EUA) (ver Anexo III), 
seguindo-se a sequenciação de cada alelo. 
O produto de PCR foi obtido de acordo com o ponto 3.1.6, contudo a purificação foi efetuada 
pelo método de colunas (GRS PCR & Gel Band Purification Kit, Grisp, Porto, Portugal). 
Juntaram-se a 20 µL de produto PCR, 100 µL de Gel Solubilization Solution (Grisp, Porto, 
Portugal). Verteu-se a mistura na coluna de sílica e centrifugou-se a 13000 rpm durante 1 
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minuto numa centrífuga (MIKRO 20 – Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Acrescentaram-se 300 
µL de Wash Buffer 2 (Grisp, Porto, Portugal), incubou-se durante um minuto à temperatura 
ambiente, realizou-se nova centrifugação a 13000 rpm durante um minuto, seguido de mais 
três minutos. Por fim, transferiu-se a coluna para um tubo de microcentrífuga de 1,5 µL 
estéril e adicionaram-se 30 µL de Elution Buffer (Grisp, Porto, Portugal) (previamente 
aquecido a 68°C). Após incubação de dois minutos à temperatura ambiente centrifugou-se a 
13000 rpm, durante dois minutos. 
Após a purificação do produto de PCR, realizou-se a reação de ligação numa proporção de 1:3 
(1 de vetor para 3 de DNA a clonar) e obteve-se através da fórmula indicada pelo fabricante a 
quantidade de DNA a clonar. Para cada mutação frameshift foram testadas duas reações com 
diferentes proporções de reagentes: reação A (8 µL de tampão, 2 µL de pGEM-T, 5 µL de DNA 
a clonar e 1 µL de enzima ligase) e reação B (10 µL de tampão, 2 µL de pGEM-T, 7 µL de DNA 
a clonar e 1 µL de enzima ligase). 
Ambas as reações ficaram a incubar à temperatura ambiente durante uma hora. De seguida, 
procedeu-se à transformação de células de E.coli. (Escherichia coli) (JM109), tendo-se usado 
uma alíquota (50 µL) de células competentes por cada transformação que se efetuou. Antes 
que as células estivessem completamente descongeladas, adicionou-se a cada uma das 
alíquotas de células a totalidade da reação A e B, respetivamente. As duas reações (A e B) 
foram incubadas no gelo durante 30 minutos, seguindo-se o choque térmico a 42°C durante 45 
segundos. Posteriormente foram colocadas em gelo por dois minutos. Terminado o choque 
térmico, transferiram-se as reações A e B para dois tubos de centrífuga (25 mL-estéril), 
adicionaram-se 200 µL de LB (Luria-Bertani) sem antibiótico e colocaram-se os tubos num 
agitador orbital (Agitorb 200, Aralab, Rio de Mouro, Portugal) a 37°C, 250 rpm durante duas 
horas. Plaquearam-se 100 µL de cada reação em placas de LB com agar, ampicilina (100 
mg/mL), IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (0,1 M) e X-gal (40 mg/mL) e ficaram 
a incubar numa estufa (Binder, Tuttlingen, Germany) a 37°C, durante a noite. Procedeu-se à 
cultura em meio líquido, transferindo-se as colónias brancas para diferentes tubos de 
centrífuga esterlizados com 1 mL de LB sem agar e com 1 µl de ampicilina (100 mg/mL). Estas 
culturas ficaram num agitador orbital a 37°C, 250 rpm, durante a noite. 
Uma vez obtidas as diferentes culturas em meio líquido, utilizou-se o kit Wizard plus SV 
Minipreps DNA purification System (Promega, Madison, WI, EUA) para purificar o DNA de 
células em meio líquido. Centrifugaram-se 2 mL de cultura, durante 5 minutos, a 13.000 rpm 
para obtenção do sedimento de células, retirou-se o sobrenadante, adicionaram-se 250 µL de 
cell ressuspension solution e ressuspendeu-se. Em seguida, misturaram-se 250 µL de cell lysis 
solution e depois de algumas inversões a solução ficou transparente. Juntaram-se 10 µL de 
alkaline protease solution e após incubação à temperatura ambiente, durante 5 minutos, 
adicionaram-se 350 µL de neutralization solution. Depois de centrifugar durante 10 minutos a 
13.000 rpm, o sobrenadante de cada tubo foi passado para a coluna que vem no kit e 
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centrifugou-se à mesma velocidade durante 1 minuto. Descartou-se o que ficou no tubo 
coletor e lavou-se a coluna com 750 µL de wash solution, colocou-se a centrifugar à 
velocidade máxima (13.000 rpm) durante 1 minuto e fez-se nova lavagem com 250 µL de wash 
solution com período de centrifugação de 2 minutos. Transferiu-se a coluna para um novo 
tubo de centrífuga de 1,5 mL e o DNA foi eluído com 100 µL de nuclease-free water por 
centrifugação a 13.000 rpm durante 1 minuto. 
Para podermos observar o alelo normal e o alelo mutado das mutações frameshift 
procedemos à aplicação do protocolo de sequenciação (ver ponto 3.1.7) com ligeiras 
alterações: usaram-se 4 µL de Master Mix; os primers foram os que acompanhavam o Kit de 
clonagem, T7 e SP6; antes da reação de sequenciação o plasmídeo foi desnaturado durante 2 
minutos a 96°C e o período de extensão final também foi aumentado para 10 minutos. 
 
2.2.8 MLPA  
 
Nos pacientes em que não ocorreu amplificação do gene KAL1 por PCR (quando repetida mais 
que uma vez), aplicou-se a técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 
para confirmar a deleção do gene. Assim, a análise de dosagem do gene foi realizada 
utilizando o Kit SALSA_ MLPA_ Probemix P018-F1 SHOX (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda), 
concebido para detetar deleções ou amplificações em vários genes, incluindo o KAL1 (exão 
10). Como controlos, foram utilizadas amostras de dois homens e duas mulheres saudáveis. A 
análise foi realizada de acordo com as instruções do fabricante. O primeiro passo desta 
técnica consistiu na desnaturação de 5 µL de DNA genómico (50 a 250 ng) a 98°C, durante 5 
minutos. Na reação de hibridização adicionou-se ao DNA desnaturado 1,5 µL de tampão MLPA 
e 1,5 µL de MLPA probemix. A mistura foi incubada 1 minuto a 95°C, 16 horas a 60°C e 
mantida até ao próximo passo a 54°C. Cada sonda é formada por dois oligonucleótidos que 
hibridizam a sequências alvo de DNA adjacentes e que têm de ser ligadas através de uma 
reação de ligação. Nesta reação, adicionaram-se 25 µL de água destilada, 3 µL de Ligase 
buffer A, 3 µL Ligase buffer B e 1 µL de Ligase-65 enzyme. O programa do termociclador 
continuou com 15 minutos a 54°C (para que ocorresse a ligação), seguidos de 5 minutos a 
98°C (para que a enzima Ligase-65 ficasse inativa), aos quais se seguiu uma pausa nos 20°C. 
Para que ocorresse amplificação das sondas realizou-se um PCR com: 7,5 µL de água 
destilada, 2 µL de Salsa PCR primer mix, 0,5 µL de Salsa polymerase  nas seguintes condições: 
35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 1 minuto a 72°C, seguidos de 20 
minutos a 72°C. Os produtos finais do PCR foram corridos em eletroforese capilar no 
sequenciador (GenomeLab TM GeXP, Genetic Analysis System, Beckman Coulter, Fullerton, 
CA, EUA) e injetou-se para cada amostra uma mistura de: 0,7 µL de produto PCR, 0,2 µL de 
DNA size Standard Kit -400 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) e 32 µL de formamida. 
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Inicialmente, por análise visual, compararam-se os eletroferogramas do paciente e dos 
controlos saudáveis através do programa de análise GenomeLab Genetic Analysis System 
software (Version 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). Os dados foram exportados 
num formato compatível com o Excel e analisados através do programa Coffalyser.Net (MRC-
Holland, Amsterdam, Holanda), os quocientes de dosagem fornecidos iguais a 0 foram 
indicativos de deleção. As amostras de DNA que evidenciaram resultados anormais foram 
reanalisadas por MLPA, e apenas as que mostraram resultados consistentes nas duas 
avaliações foram consideradas positivas para a deleção. 
 
2.2.9 Deteção dos limites da deleção completa do KAL1 
 
Para determinar os limites de uma deleção foram realizadas reações de PCR utilizando 
sempre que possível primers que delimitam microssatélites ao longo da região de interesse 
(127). Quando na impossibilidade de o fazermos, foram desenhados primers no programa 
informático Primer3Plus (128) para amplificação de outras regiões de DNA. 
Inicialmente foram pesquisados os microssatélites que flanqueavam o gene KAL1 contudo, 
quando estes não se encontravam presentes, foram testados outros microssatélites em 
regiões sucessivamente mais afastadas até identificar os microssatélites presentes. As reações 
de PCR foram sendo efetuadas de modo a existir uma aproximação aos limites da deleção, 
dependendo se ocorria ou não amplificação das zonas flanqueadas pelos primers  
 
2.2.10 Construção de uma base de dados de mutações no gene 
FGFR1 
 
A base de dados com todas as mutações publicadas no gene FGFR1, desde a sua identificação 
como associado ao HHI em 2003 até ao presente, foi elaborada através da pesquisa na base de 
dados de literatura do NCBI (National Center for Biotechnology and Information) PubMed para 
artigos em Inglês, usando as palavras-chave “FGFR1” e “mutation”. No total, obtiveram-se 46 
artigos com análise de mutações e com pelo menos uma mutação de linha germinativa. Estes 
artigos foram analisados com o intuito de verificar se haveria duplicação de dados, assim, 
famílias que haviam sido incluídas em estudos de mutações anteriores foram excluídas da 
análise. Cada mutação publicada foi verificada quanto à sua precisão por comparação com a 
sequência normal do gene FGFR1. Os erros devido à atribuição incorreta de números de 
nucleótidos, ou codões, ou erros de tradução entre codão e resíduos de aminoácidos, foram 
corrigidos sempre que possível. As mutações descritas na literatura apenas ao nível do 
aminoácido foram também descritas ao nível nucleotídico, sempre que foi possível prever a 
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base alterada usando o código genético. Ao existir mais que uma mudança de nucleótido 
possível para explicar a alteração de aminoácido, ou quando outras alterações foram 
ambíguas, a mutação precisa foi considerada não especificada. Sempre que necessário, a 
numeração de cada nucleótido foi alterada para cumprir as recomendações da nomenclatura 
de mutações (119), onde o nucleótido +1 foi considerado o A do codão de iniciação de 
tradução ATG. As variações encontradas foram descritas em relação à sequência de referência 
cDNA (DNA complementar) do FGFR1 (número de acesso do GenBank NM_023110.2). Para 
comprovar que a nomenclatura usada para designar as mutações estava correta utilizou-se o 




































3.1 Identificação de variantes patogénicas em 
pacientes com HHI  
 
No decorrer do capítulo dos resultados a designação dada às diferentes famílias refere-se ao 
número do caso index da base de dados laboratorial. 
Na Tabela II encontram-se apenas as alterações consideradas patogénicas detetadas no DNA 
de 30 das 50 famílias. No Anexo IV, estão descritas todas as alterações detetadas no DNA de 
50 famílias, desde polimorfismos bastante comuns a variantes raras ou mesmo ainda não 
descritas. Dos pacientes presentes na Tabela II e no Anexo IV, os números 3329/3328; 












































Tabela II. Resumo das variantes genómicas consideradas patogénicas, descritas ao nível do nucleótido e presentes em 30 dos 50 pacientes em estudo. 
 
 
Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 




         
2594       c.307T>A (Het) MAF 
0.9% (A) ;  
    
2661       c.2185A>G (Het) MAF 
0.1% (G) 












         
5070  c.600C>T 
(Het) MAF 
0.4% (T) 
    c.8355C>T (Het) MAF 
0.02% (T) (0/408 alelos 
PT) 
   c.528G>C 
(Het) (0/416 




     c.7579A>C (Het) MAF 
0.05% (C) 




          





    c.5561A>G (Het) (0/404 
alelos PT) 
    
5139       c.307T>A (Het) MAF 
0.9% (A); c.2708A>C 
(Het) (0/402 alelos PT) 
    
5140       c.5211-251C>A (Het) 
MAF 0.5% (A) 
    
5164       c.6194G>A (Het) (0/414 
alelos PT) 
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Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 




         
5178       c.1163G>A (Het) (0/406 
alelos PT);  
    




         
5185       c.6216C>G (Het) MAF 
0.05% (G) 
    
5190  c.600C>T 
(Het) MAF 
0.4% (T) 
         




alelos PT -  
0.25%)  




alelos PT – 
0.25%) 
5196    c.401T>G (Het) 
MAF 0.05% (G) 
(0/406 alelos 
PT) 
      c.238C>T 
(Het) (0/400 
alelos PT) 
5268  c.2262G>A 
(Het) MAF 
0.8% (A) 
         
5406       c.1536A>G (Het) MAF 
0.2% (G) 
 
    
5404            
5405            
5915       c.2067G>A (Het) MAF 
0.2% (A) ; c.5404+40G>A 
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Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 
(Het) MAF 0.1% (A) 
 
5943       c.1677G>A (Het) (0/412 
alelos PT) 
    




         






        
6178       c.1018A>G (Het) MAF 
0.3% (G) 
    
6263  c.2262G>A 
(Het) MAF 
0.8% (A) 
 c.847T>C  
(Hom) (0/414 
alelos PT) 
 c.445C>T (Het) 
(0/402 alelos 
PT) 




          
6980    c.317A>G (Het) 
MAF 0.2% (G) 






       
6981    c.317A>G (Het) 
MAF 0.2% (G) 






       











          




    c.3245C>T (Het) (0/412 
alelos PT) 




alelos PT - 
0.25%) 
Os nucleótidos foram numerados de acordo com as sequências de referência para cada gene: KAL1 (NM_000216.2); FGFR1 (isoforma IIIc- NM_023110.2, isoforma IIIb- 
FJ809917); FGF8 (NM_033163.3); CHD7 (NM_017780.3); PROK2 (NM_001126128.1); PROKR2 (NM_144773.2); KISS1R (NM_032551.4); TAC3 (NM_013251.3); TACR3 
(NM_001059.2); GNRH1 (NM_000825.3) e GNRHR (NM_000406.2). Het– variante encontrada em heterozigotia; Hom– variante encontrada em homozigotia; Hem– variante 
encontrada em hemizigotia. MAF- Minor Allele Frequency disponível em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 79– Março 2015) para o total da população. As 
variantes c.2053_2058dupGCAAAA, c.2239-109G>A, c.2614-14delT, c.5894+32C>G, c.8076+163_8076+166dupATCA e c.*127delA presentes no gene CHD7, possuem uma MAF 
disponível em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 80– Maio 2015). Quando possível, apresenta-se a frequência alélica para a população Portuguesa (PT), calculada 
neste trabalho a partir de controlos saudáveis. Nos casos em que a variante nunca foi descrita, apresenta-se, apenas quando possível, a frequência na população 
portuguesa. *presente na isoforma IIIb. 
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3.1.1 Variantes patogénicas no gene KAL1 
 
Foram identificadas quatro variantes raras no gene KAL1 (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem, uma deleção completa do gene, uma variante nonsense [c.571C>T 
(p.R191X)] e duas variantes intrónicas [c.542-1G>C, c.1449+98A>G].  
Como a deleção e a variante nonsense podem ser consideradas patogénicas, os programas 
bioinformáticos, para prognóstico do impacto funcional na proteína, foram aplicados apenas 
às variantes intrónicas. Deste modo, para a variante c.542-1G>A, evidenciaram efeito 
patogénico duas das ferramentas bioinformáticas aplicadas. Uma vez que esta variante se 
situa num acceptor splice site, prevê-se que promova alterações ao nível do splicing do RNA 
(Tabela III). No mesmo paciente, foi ainda identificada uma outra variante rara no intrão 10 
(c.1449+98A>G) mas cujo impacto funcional não foi considerado significativo, uma vez que 
não foi previsto como nefasto por dois programas bioinformáticos.  
Tabela III. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene KAL1, usando diferentes 






a O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um elevado grau 
de segurança da previsão. 
 
Após aplicação dos critérios de patogenicidade, foram consideradas como nefastas três 
variantes, em pacientes distintos: a variante intrónica c.542-1G>C que se localiza no intrão 4, 
a mutação nonsense [c.571C>T (p.R191X)] no exão 5 e a deleção total deste gene (Figura 5). 
A variante c.542-1G>C é nova e a nonsense foi anteriormente descrita como mutação por 
Oliveira et al. (29). No despiste efetuado às variantes c.571C>T e c.542-1G>C, em controlos 
normais, não se detetaram mais indivíduos com esta alteração (0 alelos em 84 e 0 alelos em 










Alteration of the wild type acceptor 




Activation of an intronic cryptic 
acceptor site.  Activation of an intronic 
cryptic donor site. Creation of an 








Figura 5. Gene KAL1 e proteína. A, Localização das variantes no gene. B, Localização da mutação R191X 
na proteína. CYS– domínio rico em cisteínas no terminal amino; WAP– whey acidic protein (WAP)-like 
domain; FNIII– domínio de fibronectina tipo III e H– domínio rico em histidinas no terminal carboxilo.  
 
Figura 6. Identificação de mutações no gene KAL1 em famílias afetadas. A- Heredogramas das famílias 
afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. Os símbolos preenchidos 
representam pacientes com SK (família 7074) ou com HH normósmico (família 5102), setas indicam casos 
index, símbolos sem preenchimento representam familiares não afetados, símbolos não preenchidos com 
ponto negro representam familiares não afetados portadores da mutação, símbolos sem preenchimento 
com um ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, quadrados simbolizam homens, 
círculos simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os símbolos representam familiares falecidos. B-
Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posição das 
mutações é indicada por asteriscos. Todos os pacientes são hemizigóticos para os nucleótidos mutados. 
C- Confirmação das mutações por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de 
digestão enzimática (EcoNI) e allele-specific PCR, respetivamente. As bandas correspondem a familiares 
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A ausência de amplificação dos 14 exões do KAL1, após diversas tentativas, em contraste com 
o DNA controlo, fez-nos suspeitar de uma deleção total deste gene no paciente 6776. Assim, 
fomos confirmar esta deleção através da técnica de MLPA. Na figura 7, o pico de 237 pb 
corresponde à sonda do KAL1, e é possível observar que a altura do sinal do controlo feminino 
quase duplica a altura do marcador de 240 pb (pares de bases), indicando a presença de dois 
alelos. Por comparação visual verifica-se que a mãe possui apenas um alelo com o gene KAL1, 
pois a altura é de aproximadamente metade da que possui o marcador para 240 pb. Já o pai, 
por ser cariótipo XY possui uma altura de sinal idêntico ao da mãe. Os dois filhos revelaram 










Figura 7. Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com deleção no gene KAL1 e restante 
família. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde à sonda do KAL1. A-





















Figura 7 (Cont.). Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com deleção no gene KAL1 e 
restante família. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde à sonda do 








Figura 7 (Cont.). Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com deleção no gene KAL1 e 
restante família. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde à sonda do 
KAL1. A- Controlo feminino, B- Mãe, C- Pai, D- Paciente e E- Irmão. 
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Com vista à deteção dos limites da deleção, tentaram-se amplificar diversos microssatélites, 
assim como, outros fragmentos delimitados por primers ao longo do cromossoma X. Assumiu-
se que, determinada região de DNA estava ausente sempre que não ocorria amplificação do 
microssatélite/fragmento de DNA e ocorria amplificação do controlo positivo. Deste modo, 
verificou-se a ausência de diversos genes a partir do KAL1 em direção ao telómero, 
nomeadamente os genes VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e o NLGN4X, 
estimando-se um tamanho de deleção entre 4,7 e 5,0 Mb (Figura 8). 
 
 
3.1.2 Variantes patogénicas no gene FGFR1  
 
No gene FGFR1 foram identificadas 12 variantes raras (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem, duas mutações frameshift [c.95dupA (p.P33Afs*17) e c.1961dupA 
(p.Y654*)], quatro missense [c.12G>T (p.W4C); c.287C>G (p.S96C); c.1057G>A (p.A353T) e 
c.2155A>G (p.M719V)], três sinónimas [c.177C>T (p.D59D); c.600C>T (p.D200D) e c.2262G>A 
(p.L754L)] e três intrónicas [c.359-4A>G; c.449-25G>C e c.1082-13C>T]. Todas as variantes 
detetadas, com exceção das alterações frameshift, foram submetidas a análise 
bioinformática. Esta revelou alterações na função proteica em sete variantes, evidenciando 
efeito patogénico em pelo menos dois dos programas aplicados. Das sete variantes previstas 
como patogénicas, quatro são missense (W4C, S96C, A353T, M719V) e três são sinónimas 
(D59D, D200D e L754L). As duas mutações sinónimas D200D e L754L, estão presentes cada 
uma em dois doentes, o que juntamente com as duas mutações frameshift perfaz um total de 
11 mutações patogénicas. Das nove variantes distintas, seis são passíveis de promover 







Figura 8. Localização dos genes deletados (VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e NLGN4X)
no paciente 6776 e microssatélites usados (DXF22S2, G42691, DXS9745, DXS1130, DXS7979, GDB359827 e 
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Tabela IV. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGFR1, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mutações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 
elevado grau de segurança da previsão. 
















Activation of an exonic cryptic 
donor site. Creation of an 
exonic ESS site. Alteration of an 
exonic ESE site.  Potential 










Creation of an exonic ESS site. 
Alteration of an exonic ESE site. 












No significant splicing motif 
alteration detected. This 
mutation has probably no 
impact on splicing. 
c.359-4A>G - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 
mutation has probably no 
impact on splicing. 
c.449-25G>C - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Creation of an intronic ESE site. 










Alteration of an exonic ESE site.  












Creation of an exonic ESS site. 
Potential alteration of splicing. 
c.1082-13C>T - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 
mutation has probably no 












Creation of an exonic ESS site. 
Alteration of an exonic ESE site. 










Activation of an exonic cryptic 
acceptor site, with presence of 
one or more cryptic branch 
point(s). Creation of an exonic 
ESS site. Alteration of an exonic 
ESE site.  Potential alteration of 
splicing. 
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As variantes frameshift e missense são variantes novas. As variantes P33Afs*17, S96C e D200D 
localizam-se no exão 3 e as variantes W4C, D200D, Y654*, M719V e L754L localizam-se nos 
exões 2, 5, 14, 16 e 17, respetivamente (Figura 9). Salienta-se ainda que a alteração A353T 
está presente no exão 8A, resultante de splicing alternativo, sendo exclusiva da isoforma IIIb 
(Figura 9). Para as variantes em que se efetuou o despiste em aproximadamente 200 
controlos normais (400 alelos), não foram encontrados mais indivíduos com as mesmas 
alterações. Verificou-se a existência de penetrância incompleta em pelo menos quatro 
famílias 7081, 5184, 6024 e 5136 (Figura 10), uma vez que os progenitores possuem a 




Figura 9. Gene FGFR1 (A) e proteína (B). O domínio extracelular apresenta o péptido sinalizador (SP– 
aminoácidos: 1-21), três domínios de imunoglobulina (IgI- aminoácidos: 25-119, IgII- aminoácidos: 158-
246 e IgIII- aminoácidos: 255-357), uma caixa acídica (AB- aminoácidos: 127-133), domínio homólogo da 
molécula de adesão celular (CAM) (CHD- aminoácidos: 151-170) e um local de ligação para 
proteoglicanos de sulfato de heparina (HBS- aminoácidos: 166-177). O domínio intracelular compreende 
um domínio justamembranar (JM); um domínio tirosina cinase (aminoácidos: 478-767; dois domínios 
cinase TK1 e TK2– separados por uma pequena inserção cinase (KI- aminoácidos: 582-596), o domínio de 
ligação nuclear (NB– aminoácidos: 484-492), o local de interação com o PLC gama (PLC– aminoácidos: 
766) e um terminal C. Entre os domínios extracelular e intracelular encontra-se o domínio 
transmembranar (TM- aminoácidos: 377-397). Os triângulos pretos correspondem a mutações frameshift 
enquanto os triângulos brancos correspondem a mutações missense. * Mutação encontrada no exão 8A 
















TM JM NB KI PLC site
377-397 484-492 582-596 766
478 767IgI IgII IgIIIb/c











Figura 10. Identificação de variantes no gene FGFR1 em famílias afetadas. A, A’, A’’- Heredogramas 
das famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. Os símbolos 
preenchidos representam pacientes com SK (famílias 5136, 5174, 3329, 2520, e 5268) ou com HH 
normósmico (famílias 7081, 5184, 5070, 5190, 6024, e 6263), setas indicam casos index, símbolos sem 
preenchimento representam familiares não afetados, símbolos não preenchidos com ponto negro 
representam familiares não afetados portadores da mutação, símbolos sem preenchimento com um 
ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, quadrados simbolizam homens, círculos 
simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os símbolos representam indivíduos falecidos. B, B’, B’’-
Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posição 
das mutações é indicada por asteriscos. Todos os pacientes são heterozigóticos para os nucleótidos 
mutados. No caso das mutações frameshift (famílias 5184 e 3329), apenas está representado o alelo 
mutado clonado. C, C’, C’’- Confirmação das mutações por electroforese em gel de agarose dos 
fragmentos resultantes de digestão enzimática (BsrI, PflMI, FoKI, MspI, AccI, AseI e BstUI, 
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A análise de conservação de sequências revelou que as variantes W4C, S96C, A353T e M719V 
ocorrem em aminoácidos que são altamente conservados em diferentes espécies de 
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Figura 10 (Cont.). Identificação de variantes no gene FGFR1 em famílias afetadas. A, A’, A’’-
Heredogramas das famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da 
proteína. Os símbolos preenchidos representam pacientes com SK (famílias 5136, 5174, 3329, 2520, e 
5268) ou com HH normósmico (famílias 7081, 5184, 5070, 5190, 6024, e 6263), setas indicam casos 
index, símbolos sem preenchimento representam familiares não afetados, símbolos não preenchidos 
com ponto negro representam familiares não afetados portadores da mutação, símbolos sem 
preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, quadrados 
simbolizam homens, círculos simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os símbolos representam 
indivíduos falecidos. B, B’, B’’- Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e 
pacientes (em baixo). A posição das mutações é indicada por asteriscos. Todos os pacientes são 
heterozigóticos para os nucleótidos mutados. No caso das mutações frameshift (famílias 5184 e 3329), 
apenas está representado o alelo mutado clonado. C, C’, C’’- Confirmação das mutações por 
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestão enzimática (BsrI, PflMI, FoKI, 
MspI, AccI, AseI e BstUI, respetivamente). As bandas correspondem a familiares representados em A, 
A’ e A’’ e controlos normais (C). 
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As posições das variantes p.S96C e p.M719V foram avaliadas através da estrutura cristalina do 
FGFR1, respetivamente, do primeiro domínio de imunoglobulina (Protein Data Bank ID: 2CR3) 
e do domínio tirosina cinase (Protein Data Bank ID: 3GQI) (Figura 11). O resíduo Ser96 está 
localizado no interior da região hidrofóbica do domínio imunoglobulina 1 (D1) tendo uma 
função importante na sua conformação (Figura 11- A). O resíduo M719 está localizado na 
região da alça que liga as α-helices, αH e αG, e portanto mantendo a integridade estrutural 
do domínio tirosina cinase (Figura 11- B). Não foi possível realizar a análise estrutural da 
variante p.W4C, pois está localizada no péptido sinalizador que não faz parte da proteína 
madura, nem da variante p.A353T, dado que a estrutura cristalina do domínio imunoglobulina 
3 (D3) da isoforma FGFR1-IIIb ainda não está disponível. 
 Mutações 
W4C S96C A353T 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   4 M W S W K C L L F 96 S V P A D S G L Y A C 353 E A N Q S A W L T V T 
Mutado 4 M W S C K C L L F 96 S V P A D C G L Y A C 353 E A N Q S T W L T V T 
P.troglodytes  4 M W S W K C L L F 96 S V P A D S G L Y A C 353 L S H H S A W L 
M.mulatta     263 L S H H S A W L T V L 
F.catus 4 M W S W K Y L L L 95 S V P A D S G L Y A C 351 L S H H S A W L T 
M.musculus  4 M W G W K C L L F 109 S I P A D S G L Y A C 365 L S H H S A W L T V L 
G.gallus     91 A V P E D S G L Y A C 349 I S H H S A W L T V 
T.rubripes  4 L W G W A G P V E 98 V E L S D S G L Y A C 349 F S H H S A W L 
D.rerio     94 V E P T D S G L Y A C 341 H S H H S A W L T V Y 
D.melanogaster     294 Q S N S T A Y L R V V 
C.elegans      498 M S M A N A T L T V N 
X.tropicalis  4 M F S G R S L L L 95 A G P E D N G V Y T C 348 I S H H S A W L T V 
 Mutação 
M719V 
Espécies Codão Alinhamento 
Humano   719 K E G H R M D K P S N 
Mutado 719 K E G H R V D K P S N 
P.troglodytes  720 K E G H R M D K P S N 
M.mulatta 630 K E G H R M D K P S N 
F.catus 718 K E G H R M D K P S N 
M.musculus  730 K E G H R M D K P S N 
G.gallus   714 K E G H R M D K P S N 
T.rubripes  716 M D K P S T 
D.rerio   706 K E G H R M D R P S T 
D.melanogaster 652 M S G Q R M E K P A K 
C.elegans  894 K E G Y R M E P P H L 




Figura 11. Mapeamento das mutações missense S96C e M719V na estrutura cristalina da proteína FGFR1-
IIIc. A- O resíduo S96 (vermelho) está mapeado no domínio imunoglobulina I (D1) estrutura de solução 
(Protein Data Bank ID: 2CR3). D1 está representado a verde. O resíduo S96 situa-se no núcleo hidrofóbico 
do D1 estabelecendo ligações com os resíduos hidrofóbicos (V116, L51, Y99) e contribuindo para a 
conformação terciária deste domínio. B- O resíduo mutado M719 está mapeado no domínio tirosina cinase
do FGFR1 (Protein Data Bank ID: 3GQI). O terminal N (NT) está representado a rosa, a kinase hinge region
é cinzenta, a alça de ativação é amarela e o terminal C (CT) é verde. O resíduo M719 pertence à alça que 
conecta com as hélices αH e αG, mantendo contacto com aminoácidos hidrofóbicos das hélices αH e αF 




























3.1.3 Construção de uma base de dados de mutações no gene 
FGFR1 
 
Até agora foram relatadas na literatura 222 mutações no FGFR1 (incluindo as descobertas no 
presente estudo), que consistem em 145 mutações distintas e que estão dispersas pela 
sequência codificadora sem hotspots mutacionais. As 222 mutações identificadas no gene 
FGFR1 correspondem a 69,4% mutações missense, 11,7% frameshift (deleções ou inserções), 
9,0% mutações nonsense, 8,1% mutações que induzem alterações no padrão de splicing, 1,8% 
grandes deleções ou rearranjos, 0,5% deleções in-frame (Anexo V).  
Aquando da utilização do programa informático Mutalyzer (https://mutalyzer.nl/) (119) 
verificámos que algumas mutações não se encontravam bem descritas na publicação original, 
pelo que procedemos à sua conversão para a nomenclatura correta. Contudo, por vezes, o 
artigo original não nos fornecia informação suficiente para conseguirmos determinar com 
exatidão a nomenclatura correta. Como exemplo tem-se a mutação identificada por Bailleul-
Forestier et al. (130) c.2069T>G/L690P. Neste caso se a alteração nucleotídica for 
efetivamente c.2069T>G, então ao nível proteico teremos que ter a alteração de uma leucina 
no codão 690 para um triptofano (L690W) e não para uma prolina (L690P). No entanto, 
também podemos considerar que o erro não está no aminoácido mas sim no nucleótido e, 
desse modo, para obtermos uma prolina terá que existir a alteração no nucleótido 2069 de um 
T para um C. Esta dificuldade seria ultrapassada se tivéssemos no artigo original uma imagem, 
por exemplo, da sequenciação em que fosse visível a sequência nucleotídica que abrange a 
mutação. Nos casos em que não foi possível atribuir a nomenclatura correta, mencionámos 
que o codão se encontrava discordante relativamente ao número de nucleótido do artigo 
original e/ou a alteração exata não estava especificada. 
 
3.1.4 Variantes patogénicas no gene FGF8 
 
Foram identificadas três variantes raras no gene FGF8 (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem duas alterações intrónicas [c.32+11C>T e c.445-35C>T] e uma  
sinónima [c.52G>A (p.T194T)]. Os programas bioinformáticos aplicados a estas variantes, para 
prognóstico do impacto funcional na proteína, revelaram alterações na função proteica na 
variante c.582G>A (p.T194T), evidenciando efeito patogénico em dois dos programas 
aplicados. Esta alteração está localizada no exão 6 e é passível de promover modificações do 
splicing (Tabela VI) (Figura 12). Não foram encontrados mais indivíduos com a mesma 
alteração no despiste efetuado em 200 controlos normais (Figura 13). 
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 Tabela VI. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGF8, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 












Mutação Sift a Provean b PolyPhen c Mutation Taster d Human Splicing  
Finder 
c.32+11C>T - - - Disease causing 
(1.000) 
No significant splicing alteration 
detected. This mutation has 
probably no impact on splicing 
c.445-
35C>T 
- - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Activation of an intronic cryptic 











Alteration of an exonic ESE site.  
Potencial alteration of splicing. 
Figura 12. Localização das variantes no gene FGF8. Os exões estão representados com retângulos azuis e 
o retângulo branco indica uma região não codificante. Os intrões estão representados por linhas pretas. 
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3.1.5 Variantes patogénicas no gene CHD7  
 
No gene CHD7 foram identificadas 27 variantes raras (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem, dez mutações missense [c.307T>A (p.S103T); c.1018A>G (p.M340V*); 
c.1163G>A (p.G388E); c.2185A>G (p.K729E); c.2708A>C (p.H903P); c.3245C>T (p.T1082I); 
c.4354G>T (p.V1452L); c.5561A>G (p.D1854G); c.6194G>A (p.R2065H) e c.7579A>C 
(p.M2527L)], sete sinónimas [c.1536A>G (p.P512P); c.1677G>A (p.S559S); c.2067G>A 
(p.T689T); c.4437G>A (p.G1479G); c.6111C>T (p.P2037P); c.6216C>G (p.P2072P) e c.8355C>T 
(p.A2785A)] e dez intrónicas [c.2239-109G>A; c.2498+70T>A; c.2613+4C>T; c.3523-67A>G; 
c.5051-4C>T; c.5211-251C>A; c.5404+40G>A; c.5894+32C>G; c.5895-78G>A e c.7830+57C>G]. 
Todas as variantes foram analisadas com recurso aos programas bioinformáticos. Estes 
revelaram alterações na função proteica em 16 variantes (p.S103T, p.M340V, p.G388E, 
p.P512P, p.S559S, p.T689T, p.K729E, p.H903P, p.T1082I, c.5211-251C>A, c.5404+40G>A, 
Figura 13. Identificação da variante T194T no gene FGF8 na família afetada. A- Heredograma da família 
afetada e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. O símbolo preenchido 
representa paciente com SK, seta indica caso index, símbolos sem preenchimento representam 
familiares não afetados, símbolos sem preenchimento com um ponto de interrogação representam 
indivíduos não estudados, quadrados simbolizam homens e círculos simbolizam mulheres. B- Análise de 
sequenciação de DNA de indivíduo normal (em cima) e paciente (em baixo). A posição da mutação é 
indicada por um asterisco. O paciente é heterozigótico para o nucleótido mutado. C- Confirmação da 
mutação por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de allele-specific PCR. As 
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p.D1854G, p.R2065H, p.P2072P, p.M2527L e p.A2785A), evidenciando efeito patogénico com 
pelo menos dois dos programas aplicados. A variante S103T existe em dois pacientes, o que 
perfaz um total de 17 variantes detetadas. Das 16 variantes distintas, 14 são passíveis de 
promover alteração no padrão de splicing (Tabela VII). 
 
Tabela VII. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene CHD7, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 













Creation of an exonic ESS site. 











Activation of an exonic cryptic 
donor site. Activation of an 
exonic cryptic acceptor site, 
with presence of one or more 
cryptic branch point(s). Creation 
of an exonic ESS site.  Alteration 
of an exonic ESE site. alteration 












No significant splicing motif 
alteration detected. This 











Alteration of an exonic ESE site. 










Activation of an exonic cryptic 
acceptor site, with presence of 
one or more cryptic branch 
point(s). Creation of an exonic 
ESS site. Alteration of an exonic 










Alteration of an exonic ESE site. 












Alteration of an exonic ESE site. 
Potencial alteration of splicing. 
c.2239-109G>A - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Creation of an intronic ESE site. 
Potencial alteration of splicing. 
c.2498+70T>A - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Alteration of an intronic ESS 
site. Creation of an intronic ESE 
site. Potencial alteration of 
splicing. 
c.2613+4C>T - - - 
Disease causing 
(0.999) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 













Alteration of an exonic ESE site. 
Potencial alteration of splicing. 
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Alteration of an exonic ESE site. 
Potencial alteration of splicing. 
c.3523-67A>G - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Alteration of WT Branch Point. 
Alteration of an intronic ESS 












No significant splicing motif 
alteration detected. This 











No significant splicing motif 
alteration detected. This 
mutation has probably no impact 
on splicing. 
c.5051-4C>T - - - 
Polymorphism 
(0.906) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 




- - - 
Disease causing 
(1.000) 
Alteration of an intronic ESS 
site. Creation of an intronic ESE 
site. Potencial alteration of 
splicing. 
c.5404+40G>A - - - 
Disease causing 
(0.999) 
Alteration of an intronic ESS 
site. Creation of an intronic ESE 













Creation of an exonic ESS site. 
Alteration of an exonic ESE site. 
Potencial alteration of splicing. 
c.5894+32C>G - - - Polymorphism 
(0.999) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 
mutation has probably no impact 
on splicing. 
c.5895-78G>A - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Activation of an intronic cryptic 
acceptor site. Alteration of an 
intronic ESS site. Creation of an 
intronic ESE site. Potencial 
alteration of splicing. 
c.6111C>T 
p.P2037P - - - 
Disease causing 
(0.999) 
No significant splicing motif 
alteration detected. This 













No significant splicing motif 
alteration detected. This 










Alteration of an exonic ESE site. 











Creation of an exonic ESS site. 
Alteration of an exonic ESE site. 




Chr 1 e 2 Helicase C














Mutação Sift a Provean b PolyPhen c Mutation Taster d 
Human Splicing 
Finder 
c.7830+57C>G - - - Polymorphism 
(0.999) 
Creation of an intronic ESE site. 







- Disease causing 
(1.000) 
Creation of an exonic ESS site. 
Potencial alteration of splicing. 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 
elevado grau de segurança da previsão. 
 
 
As alterações G388E, S559S, H903P, T1082I, D1854G e R2065H são novas, não estão presentes 
na população controlo e juntamente com as restantes variantes encontram-se distribuídas ao 
longo da proteína, não existindo hot-spots mutacionais (Figura 14). Também no CHD7 





Figura 14. Localização das variantes na proteína codificada pelo gene CHD7. Chr 1 e 2– cromodomínio 1 
e 2; SNF2/Helicase N– Domínio formado por Sucrose non fermenting 2 e o terminal N da helicase; 
DEXHc- DEAD-like helicase superfamily incluindo um domínio de ligação do ATP; Helicase C– terminal C 






Figura 15. Identificação de mutações no gene CHD7 em famílias afetadas. A, A’, A’’, A’’’-
Heredogramas das famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. 
Os símbolos preenchidos representam pacientes com SK (famílias 2594, 6178, 5178, 5186, 5140, 5136 e 
5164) ou com HH normósmico (famílias 5139, 5406, 5943, 5915, 2661, 5102, 7081, 5185, 5194 e 5070), 
setas indicam casos index, símbolos sem preenchimento representam familiares não afetados, símbolos 
não preenchidos com ponto negro representam familiares não afetados portadores da mutação, 
símbolos com triângulo no centro representam indivíduos afetados sem a mutação, símbolos sem 
preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, quadrados 
simbolizam homens, círculos simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os símbolos representam 
indivíduos falecidos. B, B’, B’’, B’’’- Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e 
pacientes (em baixo). A posição das mutações é indicada por asteriscos. Todos os pacientes são 
heterozigóticos para os nucleótidos mutados. C, C’, C’’, C’’’- Confirmação das mutações por 
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestão enzimática (HindIII-G388E, MnlI-
H903P, RsaI-V1452L, ApaI-D1854G, BstUI-R2065H e MspI-A2785A) e allele-specific PCR (Ser559Ser, 
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Figura 15 (Cont.). Identificação de mutações no gene CHD7 em famílias afetadas. A, A’, A’’, A’’’-
Heredogramas das famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. 
Os símbolos preenchidos representam pacientes com SK (famílias 2594, 6178, 5178, 5186, 5140, 5136 e 
5164) ou com HH normósmico (famílias 5139, 5406, 5943, 5915, 2661, 5102, 7081, 5185, 5194 e 5070), 
setas indicam casos index, símbolos sem preenchimento representam familiares não afetados, símbolos 
não preenchidos com ponto negro representam familiares não afetados portadores da mutação, 
símbolos com triângulo no centro representam indivíduos afetados sem a mutação, símbolos sem 
preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, quadrados 
simbolizam homens, círculos simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os símbolos representam 
indivíduos falecidos. B, B’, B’’, B’’’- Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e 
pacientes (em baixo). A posição das mutações é indicada por asteriscos. Todos os pacientes são 
heterozigóticos para os nucleótidos mutados. C, C’, C’’, C’’’- Confirmação das mutações por 
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestão enzimática (HindIII-G388E, MnlI-
H903P, RsaI-V1452L, ApaI-D1854G, BstUI-R2065H e MspI-A2785A) e allele-specific PCR (S559S, T1082I e 
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A análise de conservação revelou que, à exceção da variante G388E, as restantes variantes 
missense ocorrem em aminoácidos que são altamente conservados nas diferentes espécies 
(Tabela VIII). 
 







Tabela VIII (Cont.). Conservação evolutiva dos aminoácidos mutados no CHD7 em diferentes espécies, 







S103T M340V G388E 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   103 L A S P H S Q Y H T P 340 T N N T P M N Q S V P 388 P S Q P Q G T Y A S P 
Mutado  103 L A S P H T Q Y H T P 340 T N N T P V N Q S V P 388 P S Q P Q E T Y A S P 
P.troglodytes  103 L A S P H S Q Y H T P 340 T N N T P M N Q S V P 388 P S Q P Q E T Y A S P 
M.mulatta 103 L A S P H S Q Y H T P 340 T N N T P M N Q S V P 388 P S Q P Q E T Y A S P 
F.catus       
M.musculus  103 L A S P H S Q Y H T P 334 T N S T P M N Q S V P 382 P S Q P Q E T Y A S P 
G.gallus         
T.rubripes        
D.rerio   104 M S S P H S R Y H G A 349 T T S S N S N P N A P 402 A Q P Q G S Y S S P 
D.melanogaste
r 
      
C.elegans  235       P H S Q Q Q 509       N P Y A Q Q Q Q 544 P H Q H Q Q P A S V P 
X.tropicalis  43 I A S P H S Q Y H N T 275 T N N T P M T P S V P 323 P S Q P Q G T Y A S P 
 Mutações 
K729E H903P T1082I 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   729 N S D L D K T P P P S 903 G E P V T H Y L V K W 1082 F H A I I T T F E M I 
Mutado  729 N S D L D E T P P P S 903 G E P V T P Y L V K W 1082 F H A I I I T F E M I 
P.troglodytes  729 N S D L D K T P P P S 903 V T H Y L V K W 1082 I T T F E M I 
M.mulatta 729 N S D L D K T P P P S 903 V T H Y L V K W 1082 I T T F E M I 
F.catus       
M.musculus  719 N S D L D K T P P P S 893 P V I H Y L V K W 1072 I I T T F E M I 
G.gallus     141 P V T H Y L V K W 320 F H A I I T T F E M I 
T.rubripes        
D.rerio   779 T S D V E K T P P Q S 947 G E L V T L Y L V K W 1126 F H A V I T T F E M I 
D.melanogaster 1754 Q S E T V K T E E N S 1962 G E T T K H Y L V K W 2143 F N V L I T T F E M I 
C.elegans  958 S D D E D K I D T P A 1135 G Q E F V - - L I K W 1311 I D A L I T T F E T V 
X.tropicalis  655 P L D L D K T P P P S 830 G E P V C H Y L V K W 1009 F H A I I T T F E M I 
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Tabela VIII (Cont.). Conservação evolutiva dos aminoácidos mutados no CHD7 em diferentes espécies, 




3.1.6 Variantes patogénicas no gene PROK2 
 
No gene PROK2 foram identificadas três variantes raras (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem, duas alterações nas regiões 5’ e 3’ UTR [c.1-35A>G e c.*19C>G] e 
uma sinónima [c.243G>A (p.R81R)]. Os programas bioinformáticos aplicados a estas variantes, 
para prognóstico do impacto funcional na proteína, revelaram alterações na função proteica 
da variante sinónima c.243G>A (p.R81R) (Tabela IX), evidenciando efeito patogénico em dois 
dos programas aplicados. Esta variante é passível de promover alteração no padrão de 















D1854G R2065H M2527L 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   1854 D R E D E D P E Y K P 2065 L L R K I R E Q V L H 2527 L D L L F M S H K R T 
Mutado  1854 D R E D E G P E Y K P 2065 L L R K I H E Q V L H 2527 L D L L F L S H K R T 
P.troglodytes  1854 D R E D E D P E Y K P 2065 L L R K I R E Q V L H 2527 L D L L F M S H K R T 
M.mulatta 1856 D R E D E D P E 2067 L L R K I R E Q V L H 2529 L D L L F M S H K R T 
F.catus       
M.musculus  1844 D R E D E D P E Y K P 2055 L L R K I R E Q V L H 2516 L D L L F M S H K R T 
G.gallus   1092 D R E D E D P E Y K P 1302 L L R K I R E Q V L H 1766 L D L L F M S H K R T 
T.rubripes        
D.rerio   1906 E E E D P E Y K P 2149 L L R R I R E Q V L P 2642 L E L L F M G N K R G 
D.melanogaster 2991 K H D D G D E V D D D     
C.elegans        
X.tropicalis  1784 E D P E Y K P 1993 L L R K I R E Q V L N 2455 L D L L F M S N K R T 
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Tabela IX. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROK2, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual a ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se 
o resultado for igual a ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", 
se o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 

















Mutação Sift a Provean b PolyPhen c Mutation Taster d 
Human Splicing 
Finder 
c.1-35A>G - - - Polymorphism (0.999) 
Activation of an intronic 
cryptic acceptor site. 
Creation of an intronic ESE 










Creation of an exonic ESS 
site. Potential alteration of 
splicing. 
c.*19C>G - - - Polymorphism (0.999) 
Creation of an intronic ESE 
site. Potential alteration of 
splicing. 
Exão 1 Exão 2 Exão 4Exão 3
1 32 33 74 75 95 96 129
c.243G>A
Figura 16. Localização da variante rara no gene PROK2. A região vermelha delimita o exão 3 que 
juntamente com os restantes exões codificam a proteína PROK2-L. Após clivagem proteolítica, os 
aminoácidos codificados pelo exão 3 são removidos, originando a proteina PROK2. Os exões 1, 2 e 4 





3.1.7 Variantes patogénicas no gene PROKR2 
 
Foram identificadas no gene PROKR2 quatro variantes raras (com uma frequência inferior a 
1%– Anexo IV), que consistem em quatro alterações missense heterozigóticas: c.238C>T 
(p.R80C), c.528G>C (p.L176F), c.802C>T (p.R268C) e c.803G>A (p.R268H). Os programas 
bioinformáticos aplicados a estas variantes, para prognóstico do impacto funcional na 
proteína, revelaram alterações na função proteica de todas as variantes, evidenciando efeito 
patogénico em dois dos programas aplicados. A variante R268C existe em dois pacientes, o 
que perfaz um total de 5 variantes detetadas. Das quatro variantes distintas, três são 
passíveis de promover alterações no padrão de splicing (Tabela X). Localizam-se no primeiro 
laço intracelular (R80C), no quarto domínio transmembranar (L176F) e no terceiro laço 
intracelular (R268C e R268H) (Figura 18). As missense L176F e R268H são novas, a variante 
R80C foi descrita por Abreu et al. (79) e a variante R268C foi descrita por Dodé et al. (131). O 
despiste das variantes R80C, L176F e R268H em aproximadamente 200 controlos normais não 
revelou mais indivíduos com estas alterações (0 em 400 alelos), já a variante R268C foi 




Figura 17. Identificação da variante R81R no gene PROK2 na família afetada. A- Heredograma da família 
afetada e nomenclatura da mutação ao nível do nucleótido e da proteína. O símbolo preenchido 
representa um paciente com SK (família 7039), seta indica caso index, símbolos sem preenchimento 
representam familiares não afetados, símbolos sem preenchimento com um ponto de interrogação 
representam indivíduos não estudados, quadrados simbolizam homens e círculos simbolizam mulheres. B-
Análise de sequenciação de DNA de indivíduos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posição da 

















Tabela X. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROKR2, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 
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Figura 18. Localização das variantes raras na proteína codificada pelo gene PROKR2. As linhas pretas 
delimitam a membrana citoplasmática na qual se encontram os sete domínios transmembranares da 
proteína. Os domínios intra e extracelulares estão representados a azul. TN – Terminal amino e TC -
Terminal carboxilo. 
Figura 19. Identificação de variantes no gene PROKR2 em famílias afetadas. A- Heredogramas das 
famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. Os símbolos 
preenchidos representam pacientes com HH normósmico (famílias 5196, 5070, 2661 e 7081) ou com SK 
(família 5191), setas indicam casos index, símbolos sem preenchimento representam familiares não 
afetados, símbolos não preenchidos com ponto negro representam familiares não afetados portadores da 
mutação, símbolos sem preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não 
estudados, quadrados simbolizam homens e círculos simbolizam mulheres. B- Análise de sequenciação 
de DNA de indivíduos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posição das mutações é indicada por 
asteríscos. Todos os pacientes são heterozigóticos para os nucleótidos mutados. C- Confirmação das 
mutações por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestão enzimática (MspI –
R80C e HhaI – R268H) e allele-specific PCR (L176F). As bandas correspondem a familiares representados 
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A análise de conservação revelou que as variantes R80C, R268C e R268H ocorrem em 
aminoácidos que são altamente conservados entre as diferentes espécies, contudo, a leucina 
do codão 176, varia nas espécies T.rubripes, D.rerio e X.tropicalis (Tabela XI). 
 





Tabela XI (Cont.). Conservação evolutiva dos aminoácidos mutados no PROKR2 em diferentes espécies, 






















R80C L176F R268C 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   80 I A A L T R Y K K L R 176 S F L I A L V W M V S 268 I R K R L R C R R K T 
Mutado  80 I A A L T C Y K K L R 176 S F L I A F V W M V S 268 I R K R L C C R R K T 
P.troglodytes  80 I A A L T R Y K K L R 176 S F L I A L V W M V 268 I R K R L R C R R K T 
M.mulatta 80 I A A L T R Y K K L R 176 S F L I A L V W M V 268 I R K R L R C R R K T 
F.catus 80 I A A L A R C K K L R 176 X X X X X X X X X X 268 I R K R L R C R R K T 
M.musculus  77 I A A L A R Y K K L R 173 S F L I A L V W M V 265 I R K R L R C R R K T 
G.gallus         
T.rubripes  78 I A T L T R Y K K L R 174 Y C L I T G V W I F P 269 I R K R L R C R R K T 
D.rerio   84 I A T L A R Y K K L R 180 Y C L I T G V W V V P 272 I R K R L R C R R 
D.melanogaster       
C.elegans        
X.tropicalis  74 R Y K K L R 170 S F L I G S V W I V S 262 I R K R L R C R R K T 
  Mutação 
  R268H 
Espécies Codão Alinhamento 
Humano   268 I R K R L R C R R K T 
Mutado  268 I R K R L H C R R K T 
P.troglodytes  268 I R K R L R C R R K T 
M.mulatta 268 I R K R L R C R R K T 
F.catus 268 I R K R L R C R R K T 
M.musculus  265 I R K R L R C R R K T 
G.gallus     
T.rubripes  269 I R K R L R C R R K T 
D.rerio   272 I R K R L R C R R 
D.melanogaster   
C.elegans    
X.tropicalis  262 I R K R L R C R R K T 
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3.1.8 Variantes patogénicas no gene KISS1R 
 
No gene KISS1R foi apenas identificada uma variante rara (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que consiste numa mutação missense heterozigótica c.445C>T (p.Arg149Cys). Os 
programas bioinformáticos aplicados a esta variante, para prognóstico do impacto funcional 
na proteína, revelaram alterações na função proteica da mesma, evidenciando efeito 
patogénico com quatro dos programas aplicados. Esta variante é passível de promover 
modificações no padrão de splicing (Tabela XII) (Figura 20), é nova e não foi detetada num 
grupo de controlos saudáveis (0 em 402 alelos) (Figura 21). 
 
Tabela XII. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene KISS1R, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly damaging” 
se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como “benign”; d O 
valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um elevado grau de 
segurança da previsão. 
 
 
Mutação Sift a Provean b PolyPhen c 
Mutation 
Taster d 












Activation of an exonic 
cryptic donor site. 





Figura 20. Localização da variante rara R149C na proteína codificada pelo gene KISS1R. As linhas pretas 
delimitam a membrana citoplasmática na qual se encontram a laranja os sete domínios 
transmembranares. A azul identificam-se os domínios extracelulares, a verde os domínios intracelulares 
e a rosa os terminais amino (TN) e carboxilo (TC). 
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A análise de conservação revelou que a variante R149C ocorre num aminoácido que não é 
altamente conservado nas diferentes espécies (Tabela XIII). 
 














Espécies Codão Alinhamento 
Humano   149 T V F P L R A L H R R 
Mutado 149 T V F P L C A L H R R 
P.troglodytes  149 T V F P L R A L H R R 
M.mulatta   
F.catus   
M.musculus  149 T V F P L R A L H R R 
G.gallus     
T.rubripes  153 T V Y P L K S L R H R 
D.rerio   149 T V Y P L Q S L H H R 
D.melanogaster 145 V V H P I R S R M M R 
C.elegans  149 V V Y P V E S M T L R 
X.tropicalis  149 T V Y P L Q S L R Q R 
Figura 21. Identificação da variante R149C no gene KISS1R. A- Heredograma da família afetada e 
nomenclatura da mutação ao nível do nucleótido e da proteína. O símbolo preenchido representa um 
paciente com HH normósmico, seta indica caso index, símbolos sem preenchimento representam
familiares não afetados, símbolos sem preenchimento com um ponto de interrogação representam 
indivíduos não estudados, quadrados simbolizam homens e círculos simbolizam mulheres. B- Análise de 
sequenciação de DNA de indivíduo normal (em cima) e paciente (em baixo). A posição da mutação é 
indicada por um asterísco. O paciente e heterozigótico para o nucleótido mutado. C- Confirmação da 
mutação por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de restrição enzimática com 



















3.1.9 Variantes patogénicas no gene TAC3 
 
No gene TAC3, conforme é possível observar no Anexo IV, apenas foi detetada uma alteração 
no DNA, que se encontra descrita no Ensembl com uma frequência de 11,6% pelo que se 
considera não ter efeito patogénico. 
 
3.1.10 Variantes patogénicas no gene TACR3 
 
Os programas bioinformáticos aplicados às duas variantes raras no gene TACR3 (com uma 
frequência inferior a 1%- Anexo IV), para prognóstico do impacto funcional na proteína, não 
revelaram alterações na função proteica, tendo em conta a exigência de critérios definidos 
(patogenicidade em pelo menos dois programas) (Tabela XIV). 
Tabela XIV. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene TACR3, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mtações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 
elevado grau de segurança da previsão. 
 
 
3.1.11 Variantes patogénicas no gene GNRH1 
 
As variantes encontradas no gene GNRH1 [c.47G>C; c.141+40T>G e c.141+85A>G] estão 
descritas com uma frequência superior a 1% (Anexo IV) pelo que se considera não possuírem 
efeito patogénico.  
 
Mutação Sift a Provean b PolyPhen c Mutation Taster d 
Human Splicing 
Finder 
c.738-82A>G - - - 
Polymorphism 
(0.999) 
Activation of an 
intronic cryptic 
















This mutation has 
probably no impact 
on splicing. 
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3.1.12 Variantes patogénicas no gene GNRHR 
 
No gene GNRHR foram identificadas quatro variantes raras (com uma frequência inferior a 1%– 
Anexo IV), que incluem uma missense [c.401T>G (p.V134G) em heterozigotia, uma missense 
[c.847T>C (p.Y283H)] em homozigotia e uma mutação heterozigótica composta constituída 
por uma missense [c.317A>G (p.Q106R)] e uma frameshift [c.937_947delTTTTTAAACCC 
(p.F313Mfs*3)]. Os programas bioinformáticos aplicados às três variantes missense, para 
prognóstico do impacto funcional na proteína, revelaram alterações na função proteica nas 3 
variantes, evidenciando efeito patogénico com todos os programas aplicados (Tabela XV). 
Tabela XV. Previsão do impacto funcional das variantes encontradas no gene GNRHR, usando diferentes 
ferramentas de bioinformática. 
 
a O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteração do aminoácido tem uma previsão 
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; b Se o 
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevê-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se 
o valor for acima deste limite, prevê-se que a variante tenha um efeito "neutral"; c A mutação é 
classificada como “probably damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.85, “possibly 
damaging” se o valor probabilístico for superior a 0.15 e as restantes mutações são classificadas como 
“benign”; d O valor de probabilidade é a probabilidade da previsão, um valor próximo de 1 indica um 
elevado grau de segurança da previsão. 
 
 
As variantes localizam-se no primeiro laço extracelular (Q160R), no terceiro domínio 
transmembranar (V134G), no sexto domínio transmembranar (Y283H) e no sétimo domínio 
transmembranar (F313Mfs*3) (Figura 22). A alteração Y283H detetada em homozigotia foi 
descrita anteriormente em heterozigotia por Beneduzzi et al. (132), e a variante Q106R foi 
detetada por de Roux et al. (101) também em heterozigotia. As quatro variantes foram 
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despistadas num grupo de aproximadamente 200 controlos saudáveis (400 alelos) e apenas a 
alteração Q106R surgiu em dois casos de 219 controlos (2 em 438 alelos– 0.5%) (Figura 23). 
 
 
Figura 22. Gene GNRHR e proteína. A, Localização das mutações no gene, os retângulos brancos 
correspondem às regiões 5’ e 3’ UTR, retângulos cinzentos representam os exões e linhas pretas 
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A análise de conservação revelou que as variantes Q106R e Y283H ocorrem em aminoácidos 
que são altamente conservados entre as diferentes espécies, contudo, a valina do codão 134, 








Figura 23. Identificação de mutações no gene GNRHR em famílias afetadas. A- Heredogramas das 
famílias afetadas e nomenclatura das mutações ao nível do nucleótido e da proteína. Os símbolos 
preenchidos representam pacientes com HH normósmico (famílias 6980, 5196 e 6263), setas 
indicam casos index, símbolos sem preenchimento representam familiares não afetados, símbolos 
sem preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não estudados, 
quadrados simbolizam homens e círculos simbolizam mulheres. B- Análise de sequenciação de DNA 
de indivíduos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posição das mutações é indicada por 
asteriscos. A paciente da família 6263 é homozigótica para o nucleótido mutado e os restantes são 
heterozigóticos. No caso da mutação frameshift (família 6980), apenas está representado o alelo 
mutado clonado. C- Confirmação das mutações por electroforese em gel de acrilamida dos 
fragmentos resultantes de digestão enzimática (XcmI-Q106R) e PCR (c.937_947delTTTTTAAACCC) e 
confirmação das mutações por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de 
digestão enzimática (BsrI-Y283H) e allele-specific PCR (V134G). As bandas correspondem a 
familiares representados em A e controlos normais (C). # Fragmento de heteroduplex. 
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Tabela XVI. Conservação evolutiva dos aminoácidos mutados no GNRHR em diferentes espécies, usando 




3.2 Variantes privadas previstas como não 
patogénicas 
 
Para além das variantes patogénicas identificadas nos diversos genes e anteriormente 
mencionadas, foram detetadas outras variantes que apesar de não passarem nos critérios de 
patogenicidade estabelecidos, não foram ainda descritas na literatura existente ou nas bases 
de dados existentes (FGF8: c.32+11C>T; CHD7: V1452L, c.7830+57C>G e c.2613+14C>T; 









Q106R V134G Y283H 
Espécies Codão Alinhamento Codão Alinhamento Codão Alinhamento 
Humano   106 W N I T V Q W Y A G E 134 A F M M V V I S L D R 283 V C W T P Y Y V L G I 
Mutado  106 W N I T V R W Y A G E 134 A F M M V G I S L D R 283 V C W T P H Y V L G I 
P.troglodytes  106 W N I T V Q W Y A G E 134 A F M M V V I S L D R 283 V C W T P Y Y V L G I 
M.mulatta 106 W N I T V Q W Y A G E 134 A F M M V V I S L D R 283 V C W T P Y Y V L G I 
F.catus       
M.musculus  106 W N I T V Q W Y A G E 134 A F M M V V I S L D R 282 V C W T P Y Y V L G I 
G.gallus         
T.rubripes        
D.rerio         
D.melanogaster 190 W C Y T V Q W L A N E 218 T Y V L V L I G V D R 373 I C W T P Y Y V M M I 
C.elegans  86 H N Y M V A W F A G D 114 M N V L I C I T L D R 269 F C W T P Y S I L M F 
X.tropicalis        
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3.3 Variantes oligogénicas 
 
  Dos 50 pacientes estudados sete (14%) exibem oligogenia, uma vez que possuem variantes 
raras em mais do que um gene. Destes sete pacientes, quatro possuem alterações em dois 





Figura 24. Representação das sete famílias com mutações oligogénicas. Destas, as famílias 5070, 6263 e 
7081 possuem variantes em três genes distintos. As setas indicam os casos index, símbolos com 
preenchimento representam indivíduos afetados, símbolos sem preenchimento representam familiares 
não afetados, símbolos sem preenchimento com um ponto de interrogação representam indivíduos não 
estudados, quadrados simbolizam homens, círculos simbolizam mulheres e linhas oblíquas sobre os 
símbolos representam familiares falecidos. 
? ?
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4.1 Análise de mutações em pacientes com HHI  
 
No presente trabalho identificaram-se 43 variantes consideradas patogénicas. Dado que 
alguns doentes partilhavam a mesma mutação, o total de variantes diferentes foi de 39. 
Destas 39, 18 são novas, uma vez que ainda não se encontram descritas na literatura. As 
variantes foram detetadas em 30 dos 50 pacientes em estudo, a que corresponde uma 
frequência de causas genéticas identificadas de 60%. Este valor é superior ao obtido em 
outros trabalhos, nos quais foram identificadas causas genéticas em aproximadamente 30% 
dos pacientes com HHI (28, 133-135). Esta discrepância de valores poderá dever-se ao fato de 
no presente estudo ter sido analisado um elevado número de genes, que possibilitou a 
descoberta de um maior número de mutações, incluindo o CHD7, que por ser um gene muito 
extenso (38 exões) nem sempre é alvo de estudo na investigação dos pacientes. Um outro 
motivo que poderá ter contribuído para a elevada percentagem de mutações encontradas foi 
o rigor na seleção dos doentes, reduzindo assim a probabilidade de inclusão de fenocópias.  
As variantes foram identificadas com diferentes frequências dependendo do gene, KAL1 (7%), 
FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%), KISS1R (2,3%) e 
GNRHR (9,3%). Das variantes identificadas, 23 são missense (53,5%) e 15 podem provocar 
alterações no padrão de splicing (34,9%). Detetámos ainda uma nonsense (2,3%), uma grande 
deleção (2,3%) e três frameshift (7%).  
Desde sempre que o grande foco dos investigadores tem sido as mutações que alteram a 
sequência de aminoácidos (mutações missense), uma vez que permitem clarificar o papel de 
cada aminoácido na proteína. Contudo, outros tipos de alterações genéticas podem afetar 
gravemente a expressão ou estrutura da proteina codificada (136). São exemplos: as 
alterações sinónimas nas regiões codificantes, que não alteram a composição em aminoácidos 
das proteínas e por isso designadas como silenciosas; as mutações nas regiões intrónicas, e 
nas regiões 3’ e 5’ UTR (regiões não traduzidas); e mutações em outras regiões não 
codificadoras que também não alteram a sequência aminoacídica (136). Durante a última 
década, surgiram provas de que as mutações sinónimas podem resultar no splicing anormal de 
mRNA (137, 138); podem afetar a estabilidade do mRNA e logo a expressão da proteína e sua 
atividade (139); e podem afetar a conformação das proteínas com consequências funcionais e 
manifestações clínicas (140, 141). Existem diversos mecanismos que explicam como as 
mutações sinónimas podem alterar os níveis de proteínas e a sua conformação. A presença 
destas mutações no RNA transcrito pode inviabilizar o correto funcionamento de uma das 
proteínas de regulação do splicing, que não reconhece os limites exónicos, promovendo o 
“exon skipping”. O exon skipping origina mRNAs truncados, que podem produzir proteínas não 
funcionais. As mutações sinónimas podem ainda influenciar os níveis proteicos alterando a 
degradação de mRNA, ou seja, produzem mRNA com estruturas secundárias menos estáveis 
que levam a uma degradação maior do mesmo e, consequentemente, a menores níveis 
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proteicos. Contudo, perto do codão de iniciação, a estabilidade local das estruturas do mRNA 
controla os níveis de proteína através da iniciação da tradução, ou seja, estruturas muito 
estáveis nesta região acabam por impedir a tradução, resultando em menores níveis 
proteicos. As alterações sinónimas podem também afetar a cinética da tradução levando, 
quer à diminuição da taxa de síntese da proteína, quer ao enrolamento incorreto desta, 
resultando em proteotoxicidade (136). De acordo com Tsai et al. (141), as mutações 
sinónimas, mesmo não apresentando alteração de aminoácido, podem afetar a conformação 
da proteína. As hélices-α, que adquirem uma conformação rápida na proteína, possuem 
menos codões raros que as folhas-β, que adquirem uma conformação mais lenta. Do mesmo 
modo, os genes mais complexos, que codificam proteínas maiores, possuem uma maior 
proporção de codões raros, que por sua vez ocorrem em locais estratégicos (por exemplo 
entre domínios) (141). Neste sentido, a escolha dos codões pode limitar ou prolongar o tempo 
para os elementos estruturais secundários interagirem, o que, por sua vez, pode afetar a 
conformação final da proteína. Como exemplo, um local de pausa ribossomal que retarda a 
tradução entre dois domínios permite que estes adquiram as suas conformações 
independentemente, pelo que, caso uma mutação sinónima remova o local de pausa, os 
domínios poderão adquirir uma conformação conjunta, resultando numa estrutura alterada 
(141).  
Para além do efeito das mutações sinónimas e de mutações que ocorrem em locais de 
splicing, também as mutações missense podem exercer efeito no processamento do RNA. 
Geralmente, quando se pretende determinar o efeito patogénico de uma variante missense, o 
foco principal são os defeitos que cria sobre a estrutura da proteína. Contudo, as 
substituições de um único nucleótido dentro de exões também podem ter um impacto 
significativo sobre o processamento do mRNA, logo sobre a função da proteína. Alguns estudos 
evidenciaram o efeito que mutações missense desempenham no splicing levando ao 
aparecimento de diversas doenças, nomeadamente, a doença renal poliquística (138) e o 
mesotelioma maligno da pleura (142). Tendo em conta que o splicing do mRNA é um passo 
essencial na expressão proteica, a possibilidade de alterar este mecanismo deve ser sempre 
testada para todos os tipos de mutações (137).Das variantes encontradas (Anexo IV), três 
intrónicas, uma exónica e uma localizada na região 5’ÚTR (FGF8: c.32+11C>T; CHD7: V1452L, 
c.7830+57C>G e c.2613+4C>T; PROK2: c.1-35A>G), apesar de serem variantes novas, não 
foram consideradas nefastas por pelo menos dois programas bioinformáticos. Grandes estudos 
de sequenciação, tal como, o Projeto 1000 Genomas, que caracterizou as sequências 
genómicas completas de mais de mil indivíduos que cobrem a diversidade mundial (143, 144), 
têm relatado variantes raras e privadas (variantes privadas são encontradas em apenas uma 
família ou numa pequena população) (145). 
As mutações que detetámos como sendo privadas podem efetivamente possuir uma ausência 
de expressão fenotípica, ou podem ser de facto a causa da doença, dado que, os programas 
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bioinformáticos não são 100% fiáveis. Das 5 mutações privadas previstas como não 
patogénicas, 4 encontram-se em regiões não codificantes. As regiões 5’ e 3’ UTR e os intrões 
estão envolvidos na regulação da expressão do gene. Além disso, existe uma gama de 
transcritos não codificantes que interagem com estas regiões e contribuem para a regulação 
genética (146), nomeadamente, pequenos RNAs não codificantes, como micro RNAs, que 
podem regular diretamente a expressão de genes transcritos (146). As regiões não 
codificantes desempenham ainda papéis estruturais (mantendo o DNA em volta das histonas), 
na regulação da expressão genética por meio de acetilação e de-acetilação (147). 
Os programas bioinformáticos também possuem as suas limitações, sendo que há uma 
possibilidade de uma previsão incorreta. Nomeadamente, o Mutation Taster evidencia uma 
incapacidade de analisar inserções-deleções maiores que 12 pares de bases e alterações que 
abrangem a fronteira intrão-exão. A análise de alterações não-exónicas está restrita à 
sequência de consenso Kozak, locais de splicing e à cadeia poli (A) do RNA, não entrando em 
conta, por exemplo, com os locais de ligação ao DNA de fatores de transcrição (110). 
Acrescenta-se ainda que os critérios em que se baseiam os diferentes programas variam, pelo 
que os resultados podem diferir, por exemplo o Sift (108) considera a posição em que a 
alteração ocorreu e o tipo de alteração de aminoácido, enquanto o Polyphen (109) baseia-se 
em oito características relacionadas com a sequência e três caraterísticas relacionadas com a 
estrutura. Os programas bioinformáticos possuem uma sensibilidade e uma especificidade 
inferior a 100%, daí que para minimizar a margem de erro se tenha utilizado uma combinação 
de vários programas. 
 
4.1.1 Gene KAL1 
 
As três mutações encontradas no gene KAL1 explicam as causas genéticas de três dos 42 
pacientes do sexo masculino (7,1%), valor este semelhante ao obtido em outros estudos (10- 
13%) (42, 148). As mutações neste gene são mais frequentes em indivíduos com SK (149) 
contudo, também são detetadas em pacientes com HHn (28). Das três mutações identificadas, 
uma pertence a um indivíduo com HHn (1 em 22– 4,5%). A prevalência de variantes no KAL1 
em indivíduos com SK foi de 10% (2 em 20), sendo este um valor expectável, uma vez que os 
defeitos genéticos neste gene encontram-se entre 10 a 20% dos pacientes com SK (27). Como 
exemplo, têm-se os estudos desenvolvidos por Izumi et al. (150) (3 em 18 homens com SK– 
16,7%), Oliveira et al., (29) (7 em 59 pacientes com SK- 11,9%) e Montenegro et al.(151) (17 
em 98 homens com SK- 17,3%). No entanto, a prevalência de mutações neste gene na 
população Japonesa parece ser superior (10 em 22 homens com SK- 50%) à população 
caucasiana (152).  
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No presente estudo, verificámos que alguns casos apresentaram resultados sugestivos de 
heterozigotia para este locus, mas cuja análise mais cuidadosa revelou tratarem-se de casos 
de coamplificação do pseudogene KALP presente no cromossoma Y. Esta dificuldade na 
análise de sequenciação do KAL1 pela amplificação tanto do gene como do pseudogene, já 
tinha sido descrita anteriormente (153). Pela primeira vez, foi descrito um caso de reversão 
de HHI associado a uma mutação no KAL1, no qual existiu a inserção de uma citosina na 
posição 75 do exão 2 (8). Curiosamente, este nucleótido é o mesmo que se encontra na 
posição correspondente no KALP. Esta situação faz com que se especule se efetivamente 
algumas variações missense relatadas na literatura poderão ser verdadeiras mutações no KAL1 
ou, se representam apenas o produto do pseudogene.  
As diversas mutações do KAL1 descritas na literatura estão distribuídas de forma dispersa por 
todo o gene, não existindo hotspots mutacionais (45, 104, 150, 152, 154-159), e interferem de 
forma distinta com a atividade da anosmina, dependendo do local onde se encontram. As 
mutações frameshift ou nonsense levam à ausência de síntese proteica ou à síntese de 
proteínas truncadas. As alterações missense, presentes nos domínios FNIII, podem interferir 
com a capacidade da anosmina interagir com a matriz extracelular (160, 161) e as que se 
encontram nos resíduos de cisteína da região WAP podem interromper as ligações disulfito 
levando a alterações na estrutura terciária da proteína, comprometendo a sua atividade (45). 
Foi ainda descrito um caso familiar, em que apesar de não existir qualquer mutação no gene 
KAL1, ocorreu uma deleção na zona adjacente à região codificadora deste gene (que 
compreende também o gene STS), sugerindo que elementos reguladores essenciais para a 
expressão do KAL1 também tenham sido deletados (162).  
Apesar de não termos efetuado o estudo genético do pai do paciente 5102, como o KAL1 
manifesta uma forma de hereditariedade ligada ao X, verifica-se que a variante c.542-1G>C 
foi herdada da mãe, uma vez que esta possui a alteração em heterozigotia e os filhos são 
homens e hemizigóticos para a variante em causa. A mutação c.542-1G>C, identificada no 
paciente 5102, tem como efeito mais provável uma alteração ao nível do splicing, uma vez 
que esta alteração se encontra num local de aceitação de splicing.  
A mutação nonsense R191X foi anteriormente descrita por Oliveira et al. (29). Também neste 
caso, apesar de não termos efetuado o estudo genético ao pai do paciente 7074, podemos 
concluir que a alteração neste paciente foi herdada da mãe, dado que esta a possui em 
heterozigotia. As irmãs tal como a mãe não manifestam a doença pois são heterozigóticas 
para esta alteração, já o sobrinho do paciente é hemizigótico para a variante em causa, 
tendo sido diagnosticado com a mesma patologia do tio. 
Através da técnica de MLPA, Pedersen-White et al. (163) demonstraram que 12% dos 
pacientes com SK possuiam deleções intragénicas. De acordo com Montenegro et al. (151), as 
deleções do KAL1 foram o defeito genético mais frequentemente encontrado (29.4%). Num 
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dos pacientes englobados neste estudo (6776) não se conseguiu amplificar qualquer dos 14 
exões deste gene, pelo que se procedeu à realização de MLPA para confirmar a deleção. 
Como era expectável, os resultados permitiram verificar que o paciente 6776 e o seu irmão 
têm uma deleção completa do gene KAL1, a mãe possui uma deleção num dos alelos, e o pai 
não apresenta deleção deste locus. 
A deleção presente no paciente 6776 abrange cerca 4,7 a 5,0 Mb e abrange não só o KAL1 mas 
também outros genes, VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e NLGN4X. Uma 
publicação recente descreveu uma deleção que abrange os genes ausentes no paciente 6776, 
com exceção do gene NLGN4X (164). A maioria dos pacientes com ictiose ligada ao X (XLI) 
possui deleção completa do gene STS e das sequências adjacentes (165). Um défice na enzima 
esteróide sulfatase (STS) é responsável pela XLI, esta patologia é uma doença genética de 
queratinização, caracterizada por uma descamação generalizada da pele (166). O gene 
NLGN4X codifica a neuroligina 4. As neuroliginas são moléculas de adesão celular pós-
sinápticas que interagem com as neurexinas, para regular o bom equilíbrio entre a excitação 
e inibição de sinapses. Este gene está envolvido na patologia do autismo, um transtorno 
neurológico caracterizado clinicamente por ausência de interação social, défice na 
comunicação verbal, bem como comportamentos estereotipados e repetitivos (167). De 
acordo com Fukami et al. (168), o gene VCX3A está presente em pacientes com inteligência 
normal e ausente nos pacientes com atraso mental, sugerindo que o gene VCX3A é suficiente 
para manter o desenvolvimento mental normal. Por outro lado, um estudo revelou que não se 
pode relacionar a ausência do gene VCX3A com o atraso mental, uma vez que, em pacientes 
mexicanos com XLI (devido à deleção do gene STS) e atraso mental, o gene VCX3A não está 
deletado (165). Sendo assim, as características clínicas do paciente 6776 revelam ictiose 
ligada ao X (XLI) devido à deleção do gene STS e um ligeiro atraso mental que se poderá dever 
à deleção dos genes VCX3A e/ou NLGN4X. 
 
4.1.2 Gene FGFR1 
 
A prevalência global de mutações no FGFR1 nesta coorte foi de 22% (11 em 50), valor 
ligeiramente superior aos apresentados em outros estudos (9-12%) (27, 42, 102, 105). A 
frequência de mutações neste gene em pacientes com SK, de 22,7% (5 em 22), encontra-se 
dentro do intervalo de frequências relatadas (7-25%) (32, 42, 45, 49, 102, 105, 152) e em 
pacientes com HH normósmico, de 21,4% (6 em 28), é superior aos 3-7% descritos por outros 
autores (27, 42, 47, 102). 
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As mutações frameshift podem ser consideradas altamente disruptivas uma vez que, 
promovem a formação de codões stop prematuros, que resultam na produção de proteinas 
truncadas, ou ativam mecanismos de eliminação de RNA com codões stop (nonsense-mediated 
mRNA decay)(169). 
Prevê-se que a mutação S96C, encontrada no paciente 5174, destabilize a conformação do 
domínio D1, uma vez que uma serina foi substituída por uma cisteína. Além disso, a diferença 
de tamanho entre os dois aminoácidos sugere que as ligações hidrofóbicas possam falhar. Num 
estudo (47), perto do codão 96, foi encontrada a alteração Y99C, na qual uma tirosina foi 
substituída por uma cisteína mais pequena. Esta variação causou uma redução nos níveis de 
expressão do FGFR1 na superfície das células e este não responde à estimulação pelo FGF, 
provando ser uma mutação patogénica (47). A mutação S96C está localizada no primeiro 
domínio de imunoglobulina, que está envolvido no modelo de auto-inibição do recetor, e 
interage com o segundo e o terceiro domínios (170). Foi proposto que mutações que se 
encontram no domínio D1 ou na caixa acídica, em pacientes com SK, possam promover uma 
maior auto-inibição do FGFR1, perturbando o equilíbrio e resultando na insuficiente 
sinalização do FGFR1 (35, 171). 
A variante A353T, presente no exão 8A, encontra-se no terceiro domínio de imunoglobulina. 
Mutações presentes neste domínio podem influenciar a interação do recetor com o ligando 
uma vez que, estas regiões desempenham um papel estrutural importante na conformação e 
consequentemente na ligação ao ligando (35). A mutação que afeta o exão 8A é nova e sugere 
um papel importante da isoforma FGFR1-IIIb que resulta do splicing alternativo deste exão. Os 
transcritos do FGFR1 que contêm os exões 8A ou 8B, codificam as isoformas FGFR1-IIIB ou -
IIIc, respectivamente. Foi demonstrado que estas duas isoformas têm características distintas 
de ligação ao ligando e padrões de expressão tecidular um pouco diferentes (43). Pensa-se 
que o FGFR1-IIIc representa a isoforma dominante para executar a maioria das funções 
biológicas do gene FGFR1, enquanto o FGFR1-IIIb desempenha provavelmente um papel 
menor. A importância relativa destas isoformas foi confirmada por experiências com ratinhos 
geneticamente modificados, nos quais mutações homozigóticas no exão 8B resultaram em 
letalidade embrionária devido a graves defeitos de desenvolvimento, enquanto mutações 
homozigóticas no exão 8A resultaram em ratinhos viáveis e férteis (44). Assim, a descoberta 
de um paciente com uma mutação no exão 8A que afeta selectivamente a isoforma FGFR1-
IIIb, parece contradizer a função redundante desta isoforma. Até agora, só existiu uma 
publicação, um estudo de Miura et al. (172), identificando uma mutação no exão 8A (p.T358I) 
num doente com SK. Nenhuma outra mutação neste exão foi relatada, o que contrasta com as 
mutações do exão 8B, que estão presentes em 19 das 222 famílias relatadas na literatura 
(Anexo V). Em contraste com o paciente descrito por Miura et al. (172), o atual paciente em 
estudo com uma mutação no exão 8A carece de defeitos olfactivos, e, portanto, é o primeiro 
caso de HHI normósmico associado a um defeito na isoforma FGFR1-IIIb. Assim, este estudo 
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fornece evidência adicional para um papel da isoforma FGFR1-IIIb na patogénese do HHI, e 
indica a necessidade de incluir a sequenciação do exão 8A (além do exão 8B) no rastreio 
genético do SK e do HHI normósmico. Alguns laboratórios excluem ocasionalmente o exão 8A 
da sua análise genética (102, 176), correndo-se o risco de não identificar mutações nesta 
região do gene. Permanece por clarificar se a raridade relativa de mutações observadas no 
exão 8A é devida: à falta de rastreio adequado deste exão na análise da sequência de DNA; à 
ausência de expressão fenotípica da maioria das mutações neste exão; ou a um efeito severo 
da maioria das mutações neste exão, que seria incompatível com a vida. 
A análise estrutural do domínio de tirosina cinase demonstrou que a mutação M719V pode 
prejudicar as ligações hidrofóbicas, induzindo alterações estruturais e conduzindo a uma 
redução na actividade da cinase. Estudos funcionais suportam esta evidência, uma vez que 
mutações localizadas no domínio de tirosina cinase promoveram uma diminuição na 
actividade da mesma (34, 47). Além disso, a substituição de um aminoácido maior (metionina) 
por um menor (valina) na proximidade da tirosina 730 pode perturbar a autofosforilação do 
domínio TK, impedindo a sua actividade que é essencial para a sinalização do FGFR1. A 
importância da tirosina 730 foi já descrita por Mohammadi et al. (173) como um substrato 
para a fosforilação, essencial para a atividade da cinase. 
Para além das mutações descritas anteriormente, identificaram-se ainda três mutações 
sinónimas. De acordo com os programas bioinformáticos, Mutation Taster e Human Splicing 
Finder, estas mutações são consideradas patogénicas podendo provocar alterações no 
mecanismo de splicing. 
Em suma, o efeito prejudicial destas mutações missense pode ser devido: à diminuição do 
tráfico intracelular da proteína FGFR1 traduzida (p.W4C); à disrupção da conformação do 
domínio D1 pela quebra das ligações hidrofóbicas, e/ou pela alteração do mecanismo de auto-
inibição do receptor (p.S96C); à alteração da ligação ao domínio D3 (p.A353T); à diminuição 
da atividade da tirosina cinase resultante de alterações nas ligações hidrofóbicas (p.M719V) e 
ainda a modificações no mecanismo de splicing (p.W4C, p.A353T, p.M719V, p.D59D, p.D200D, 
p.L754L).  
 
4.1.3 Gene FGF8 
 
A prevalência global de mutações no FGF8, no presente estudo, foi de 2% (1 em 50), valor 
semelhante ao obtido por outros autores (1-2%) (28, 55). A frequência de mutações em 
indivíduos com SK de 4,5% (1 em 22), foi igualmente semelhante ao documentado em outros 
estudos (≈2%) (27, 28, 55). De acordo com os programas bioinformáticos, a variante sinónima 
p.T194T, presente no paciente 6130, promove alterações ao nível do splicing, pela 
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modificação de um local ativador de splicing exónico usado pelo fator de splicing SF2/ASF. 
Não é a primeira vez que é detetada uma mutação sinónima no FGF8 que interfere com o 
mecanismo de splicing (174). A alteração T72T, encontrada numa paciente com deficiência 
múltipla hipofisária, foi igualmente prevista como patogénica pelo Human Splicing Finder, 
comprometendo de forma idêntica o mecanismo de splicing. Estudos funcionais com a 
referida mutação (T72T) comprovaram o efeito ao nível do splicing e constataram que esta é 
uma mutação ativadora, que promove um aumento da atividade do ligando (174). 
Os resultados bioinformáticos e a frequência muito baixa em que ocorre na população são 
fortes indícios do efeito patogénico da mutação T194T, que pode por si só justificar a 
patologia, uma vez que este gene possui uma forma de hereditariedade autossómica 
dominante. 
Uma falha na sinalização do ligando FGF pode resultar na perda do destino dos neurónios 
secretores de GnRH e/ou em defeitos migratórios dos mesmos, comprometendo a correta 
neurogénese do epitélio ou do bolbo olfativo, causando a SK. Através de mecanismos 
alternativos, uma falha na função do FGF pode ainda afetar a sobrevivência dos neurónios de 
GnRH após a neurogénese olfativa resultando em HHIn [2]. Assim, mutações no FGF8 estão 
subjacentes ao SK e ao HHIn, confirmando que este gene é um locus para a deficiência de 
GnRH. As alterações do FGF8 podem exercer um leque de efeitos variável, que vai desde a 
falência no início do desenvolvimento pubertário até a alterações da função reprodutiva, após 
a conclusão da maturação sexual (HHA- hipogonadismo hipogonadotrófico adquirido) (55).  
 
4.1.4 Gene CHD7 
 
A prevalência global de mutações no CHD7 nesta coorte foi de 34% (17 em 50 pacientes), a 
frequência de alterações em indivíduos com SK foi de 27,3% (6 em 22) e em indivíduos com 
HHn de 39,3% (11 em 28). Comparando estes valores com os resultados obtidos em outros 
estudos, observámos percentagens muito superiores de mutações neste gene, quer ao nível da 
prevalência global que varia entre os 5% e os 7% (27, 62, 67), quer apenas em indivíduos com 
SK (6 a 11%) (6, 67, 175, 176) ou HHn (8%) (67).  
A síndrome CHARGE caracteriza-se por múltiplas anomalias congénitas incluindo: coloboma do 
olho, defeitos cardíacos, atrésia de coanas, atraso de crescimento, anomalias genitais, 
anomalias auditivas internas e externas, bem como hipósmia e outras anomalias do nervo 
olfativo (177, 178). Uma vez que a incidência desta síndrome pode ser relativamente alta, 
variando de 1:8500 a 1:12000 nascimentos (179, 180), tem suscitado bastante interesse na 
comunidade científica, sendo o gene CHD7 o foco de estudo. Apesar de não existirem 
pacientes neste estudo que cumpram os critérios da síndrome de CHARGE, é sabido que a 
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anósmia/hipósmia e o hipogonadismo hipogonadotrófico são um fenótipo encontrado nesta 
síndrome, pelo que se procedeu à sequenciação do gene CHD7 neste trabalho. 
Mutações heterozigóticas no gene CHD7 explicam cerca de 60 a 70% das causas genéticas do 
Síndrome de CHARGE (57). Diversos tipos de mutações na região codificadora do CHD7 têm 
sido identificadas em indivíduos com esta síndrome, incluindo mutações nonsense (44%), 
mutações frameshift causadas por inserções ou deleções (34%), mutações de splicing (11%), 
mutações missense (8%), grandes deleções e duplicações (2%), translocações (<1%) e pequenas 
deleções in-frame (<1%) (64).  
Das 16 variantes diferentes, encontradas no presente estudo, seis não se encontram descritas 
na literatura (G388E, S559S, H903P, T1082I, D1854G e R2065H) pelo que são mutações novas. 
A patogenicidade prevista pelas ferramentas de bioinformática, a ausência destas variantes 
na população controlo de indivíduos saudáveis, e o fato de a maioria se localizarem em 
aminoácidos altamente conservados entre as diferentes espécies, permitem fundamentar o 
efeito nocivo que estas alterações produzem na atividade da proteína codificada pelo CHD7. 
Acrescenta-se ainda que as mutações H903P e T1082I localizam-se no cromodomínio 2 e no 
domínio SNF2/Helicase, respetivamente, e desempenham um papel fundamental na proteína, 
comprometendo a sua atividade de remodelação da cromatina. O primeiro (cromodomínio 2) 
medeia as interações da cromatina ligando-se às histonas (67) e o segundo (SNF2/Helicase) é 
responsável pela ligação do ATP; assim como pela separação das cadeias de DNA pela enzima 
helicase (61).  
No que diz respeito às variantes S103T, M340V, K729E e M2527L, tudo indica que também 
tenham um efeito patogénico na proteína codificada pelo CHD7, na medida em que ocorreram 
em aminoácidos que são altamente conservados entre as espécies, são previstas como 
patogénicas em pelo menos dois programas bioinformáticos e embora já tenham sido 
descritas na população, ocorreram com uma frequência muito baixa (S103T– MAF 0,9%; 
M340V– MAF 0,3%, K729E– MAF 0,1% e M2527L– MAF 0,05%). 
As variantes sinónimas P512P, T689T, P2072P, A2785A e as variantes intrónicas c.5211-21C>A 
e c.5404+40G>A são igualmente previstas como patogénicas pelos programas Mutation Taster 
e Human Splicing Finder, sendo que este último evidencia para todas elas alterações no 
mecanismo de splicing. De igual forma, outros estudos têm reportado a existência de 
mutações sinónimas neste gene, que originam possíveis alterações no padrão de splicing 
(181). 
Verificaram-se ainda nos pacientes 5139 e 5915 casos de heterozigotia composta no CHD7 
(5139- p.S103T e p.H903P; 5915- p.T689T e c.5404+40G>A). O facto do gene ter uma 
hereditariedade autossómica dominante sugere que pelo menos uma das alterações possa não 
ter efeito patogénico. 
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4.1.5 Genes PROK2 e PROKR2 
 
A frequência de indivíduos com variantes no PROKR2 foi de 10% (5 em 50), sendo que uma das 
variantes estava presente em dois pacientes não relacionados. Este valor é semelhante ao 
descrito por outros grupos de investigação (3-8%) (74, 105). Foram identificadas mutações em 
4,5% dos casos de SK (1 em 22) e em 14,3% dos casos de HHn (4 em 28). O valor obtido para 
pacientes com SK é semelhante ao reportado em estudos anteriores (4-11%) (27, 74, 105). No 
que se refere a pacientes com HHn a percentagem de mutações que identificámos é 
ligeiramente superior ao descrito, 1-5% (27, 74, 105). No que respeita ao gene PROK2, a 
frequência global de mutações detetadas de 2% (1 em 50) é igual à documentada (74, 105), 
contudo, as alterações ocorreram apenas em pacientes com SK, e apesar de outros autores 
terem detetado as variantes nas duas formas de HH, os valores que descreveram (2-5%) (27, 
74, 105, 131) para SK não distam da frequência por nós observada (4,5%- 1 em 22). 
A variante R80C no gene PROKR2, localizada na primeira alça intracelular, ocorre num 
aminoácido muito conservado entre as espécies, não foi detetada num painel de controlos 
saudáveis, foi prevista como patogénica por dois programas bioinformáticos e já foi 
anteriormente descrita por Abreu et al. (79). Os estudos funcionais revelaram que esta 
variante resulta em perda de função do recetor, por interferir no processo de maturação pós-
translacional e na diminuição da expressão do PROKR2, contudo, esta variante não exerce um 
efeito dominante negativo (79), pelo que por si só não explica a patologia neste paciente. A 
variante L176F, localizada no quarto domínio transmembranar do PROKR2, ocorre num 
aminoácido que não é conservado entre as espécies, não foi detetada num grupo de controlos 
saudáveis e foi prevista como patogénica por dois programas bioinformáticos. As variantes 
L173R e W178S, identificadas por Monnier at al. (80) e Cole et al. (74), encontram-se no 
mesmo domínio e os estudos funcionais revelaram que a mobilização intracelular de cálcio foi 
prejudicada, comprometendo a atividade de sinalização. Os trabalhos de Monnier et al. (80) 
revelaram ainda que estas variantes apresentavam baixos níveis de expressão na superfície 
celular, sugerindo que tinham dificuldades de passagem no sistema de controlo de qualidade. 
No entanto, não se demonstrou qualquer efeito de dominância negativa.  
As variantes R268C e R268H localizam-se na terceira alça intracelular do recetor da 
procineticina, ocorrem em aminoácidos muito conservados entre as espécies, são 
consideradas patogénicas pela maioria dos programas bioinformáticos e apenas foi detetado 
um indivíduo com a variante R268C, em 200 controlos saudáveis. Esta variante foi 
anteriormente identificada por Monnier et al. (80). Os estudos funcionais indicaram uma 
sinalização deficiente do receptor quando estimulado por um agonista da procineticina e a 
ausência de efeito dominante negativo, evidenciando mais uma vez, que a presença desta 
variante em heterozigotia não é suficiente para produzir a patologia(80). 
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No que respeita à alteração R81R presente no PROK2, foi sugerida como nociva por dois dos 
programas bioinformáticos utilizados, podendo promover alterações no splicing, e ocorre na 
população com uma frequência muito baixa (MAF 0,04%). O fato de ter sido detetada em 
heterozigotia não explica a patologia. Esta alteração foi detetada no exão 3, que não codifica 
a proteína madura, sugerindo um papel pouco significativo na sua atividade. Contudo, pode 
desempenhar uma função importante na conformação final da mesma, deixando em aberto o 
papel do exão 3 no PROK2. As mutações identificadas no PROK2 ocorrem em menor número 
que no seu recetor e as presentes no exão 3 são raras, tendo sido anteriormente identificada 
uma duplicação (182). 
Tal como acontece em indivíduos portadores de mutações no FGF8/FGFR1, também no 
PROK2/PROKR2 é evidente uma variabilidade fenotípica em membros da mesma família, e 
alguns irmãos normais possuem mutações idênticas às de irmãos afetados (2). Esta 
expressividade variável e penetrância incompleta estão a emergir cada vez mais para vários 
genes que causam deficiência da hormona GnRH, o que sugere a existência de casos de 
digenia/oligogenia (74, 131, 183). Assim, pacientes com alterações heterozigóticas nestes 
dois genes sugerem um modelo de hereditariedade oligogénico. 
As quatro mutações do gene PROKR2, identificadas no presente estudo, são heterozigóticas e 
encontram-se em indivíduos com alterações genéticas em outros genes. Na família 5196, 
identificaram-se duas variantes [p.R80C (PROKR2) e V134G (GNRHR)]; na família 5070, três 
variantes [L176F (PROKR2), D200D (FGFR1) e A2785A (CHD7)]; na família 2661, duas variantes 
[R268H (PROKR2) e K729E (CHD7)] e na família 7081, três variantes [R268C (PROKR2), W4C 
(FGFR1) e T1082I (CHD7)]. 
Apenas o paciente 5191 com a alteração R268C no PROKR2 e o paciente 7039 com a alteração 
sinónima R81R no gene PROK2, não evidenciaram mais variantes nos genes estudados, pelo 
que é espectável que possam existir outras alterações em genes ainda não rastreados. 
 
4.1.6 Gene KISS1R 
 
A mutação missense R149C, presente no exão 3, representou a causa genética de 2% (1 em 
50) da totalidade de pacientes e de 3,6% (1 em 28) dos que possuem HHn, valores estes que 
estão de acordo com o documentado. Bonomi et al. (105) não relatou qualquer alteração 
neste gene, Semple e Topaloglu. (27) e Gurbuz et al. (184) descreveram mutações neste gene 
<3% e de 9%, respetivamente, em pacientes com HHn.  
Embora a alteração R149C tenha sido considerada patogénica por quatro dos programas 
aplicados e de não estar presente em aproximadamente 200 controlos saudáveis, ocorre ainda 
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num aminoácido que não é muito conservado entre as espécies. A mutação L148S encontrada 
por Seminara et al. (82), em homozigotia, situa-se ao lado da alteração descoberta por nós no 
codão 149. Os estudos funcionais revelaram que a resposta máxima de fosfato de inositol, por 
parte de células transfetadas com a mutação (L148S), reduziu em 65%, quando comparadas 
com as células transfetadas com o gene wild type. Embora os estudos funcionais revelem que 
este laço intracelular da proteína desempenha um papel fundamental na atividade da mesma, 
a variante por nós detetada ocorre em heterozigotia, o que não explica isoladamente a 
patologia neste paciente, uma vez que a forma de hetereditariedade é autossómica recessiva.  
 
4.1.7 Genes TAC3 e TACR3 
 
Tal como descrito por Bonomi et al. (105), também no presente estudo não foram detetadas 
mutações nos genes que codificam a neurocinina B (TAC3) e o seu recetor (TACR3). Contudo, 
Gianetti et al. (92) observaram 6% (19 em 345) de pacientes com HHn com alterações no gene 
TACR3 e 0,3% (1 em 345) no gene TAC3. Da mesma forma, Gurbuz et al. (184) identificaram 
em indivíduos com HHn, uma prevalência de variantes no gene TACR3 superior ao gene TAC3, 
27% (6 em 22) e 5% (1 em 22), respetivamente.  
As variantes identificadas no TAC3 não foram previstas como patogénicas, na medida em que 
ocorreram na população com uma frequência superior a 1%. Já no gene TACR3, embora 
tenham sido identificadas variantes com uma frequência infeior a 1%, as mesmas não 
passaram no critério de terem sido previstas como patogénicas em pelo menos dois dos 
programas aplicados. A variante A449T foi mesmo considerada inócua pelos cinco programas 
em uso.  
 
4.1.8 Genes GNRH1 e GNRHR 
 
À semelhança do descrito por outros autores, como Bonomi et al. (105), não foram detetadas 
mutações no gene GNRH1. As alterações genéticas neste gene têm sido encontradas com uma 
frequência muito baixa, inferior a 1%, em indivíduos com HHn (27). Frequências superiores 
foram relatadas noutros estudos no GNRHR, em que mutações neste gene foram encontradas 
em 4 a 5% dos pacientes com HHI (105, 185). Tendo em conta apenas indivíduos com HHn, as 
alterações genéticas estão presentes entre 7 a 40% dos pacientes (105, 185, 27) no que 
respeita a casos de HHn. Desta forma, verifica-se que os valores observados neste estudo se 
enquadram na literatura existente, uma vez que identificámos, na globalidade, mutações no 
GNRHR em 8% (4 em 50) dos casos com HHI, sendo que estes ocorreram apenas em pacientes 
com HHn, correspondendo a 14,3% (4 em 28) destes. 
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As variantes Q106R, V134G e Y283H, observadas no GNRHR, foram consideradas patogénicas 
pelos cinco programas de análise, podendo todas promover alterações ao nível do splicing. 
Com exceção da alteração V134G, que ocorre num aminoácido que varia em duas das 
espécies, as restantes duas alterações surgiram em aminoácidos muito conservados. Estas 
evidências suportam o efeito nocivo que as variantes encontradas podem ter na actividade do 
recetor da GnRH. 
A mutação presente no paciente 6263 (Y283H) encontra-se no sexto domínio transmembranar, 
que está relacionado com a configuração e mudança conformacional associada à propagação 
de sinal (99). Esta variante foi descrita anteriormente em heterozigotia composta por 
Beneduzzi et al. (132), contudo, o fato de ter sido encontrada neste caso em homozigotia, 
por si só, explica a existência da patologia, uma vez que a forma de transmissão associada a 
este gene é autossómica recessiva. Mais tarde, Beneduzzi et al. (186) desenvolveu estudos 
funcionais com esta variante e os ensaios com IP3 demonstraram uma perda completa da 
atividade do mutado. A mutação P282R, identificada por Tello et al. (187), também se 
encontra no sexto domínio transmembranar e, tal como a alteração Y283H, encontra-se num 
resíduo conservado. Os estudos funcionais demonstraram que esta arginina no codão 282 foi 
incapaz de se ligar a um análogo da GnRH. Como este resíduo conservado é importante na 
conformação do receptor, é provável que a mutação perturbe a ligação ao ligando e/ou afete 
o percurso do recetor para a superfície celular (187). 
A mutação Q106R, presente no paciente 6980, ocorreu em heterozigotia composta com uma 
mutação frameshift (c.937_947delTTTAAACCC) até agora não descrita. Embora a variante 
Q106R tenha sido detetada em dois dos 219 controlos saudáveis, não deixa de exercer um 
papel nefasto, uma vez que estudos funcionais confirmaram o seu potencial patogénico (101). 
A variante Q106R foi descrita anteriormente por de Roux et al. (101) também em 
heterozigotia composta, mas com a alteração R262Q. Os estudos funcionais que efetuaram 
demonstraram que a modificação de uma glutamina no codão 106 por uma arginina, diminui 
drasticamente a ligação da GnRH ao seu recetor. Esta diminuição era espectável, uma vez 
que, os domínios extracelulares do receptor de GnRH estão envolvidos na ligação da GnRH 
(99, 188). Surgiram ainda diversos pacientes com HHI, apresentando uma ampla gama de 
fenótipos, que eram portadores das mutações Q106R e R262Q em heterozigotia composta ou 
em combinação com outras mutações no GNRHR (103, 186, 189, 190). Bedecarrats et al. (191) 
analisaram os efeitos destas duas mutações na estimulação das subunidades de 
gonadotrofinas e na expressão do gene GNRHR pela GnRH. Para além dos dois recetores 
mutantes apresentarem uma redução na resposta do IP à GnRH, foram também observados 
diferentes efeitos nas subunidades de gonadotrofinas estimuladas pela GnRH e na expressão 
do GNRHR, sugerindo efeitos diferentes sobre uma via de sinalização comum ou, mais 
provavelmente, em diferentes vias de transdução de sinal. Deste modo, a variabilidade 
fenotípica observada nos pacientes com HHI, causada por mutações no GNRHR, poderá ser 
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explicada pelos diferentes efeitos produzidos na expressão genética das subunidades LHβ, 
FSHβ e αGSU estimuladas pela GnRH. Casos como estes, de heterozigotia composta, são as 
mutações mais frequentemente detetadas neste gene (100). 
A alteração genética V134G do exão 1, presente no paciente 5196, deixa algumas dúvidas 
quanto ao efeito patogénico. Se por um lado, a previsão dos programas bioinformáticos, a 
ocorrência num aminoácido que é conservado entre as espécies e a ausência em 203 controlos 
saudáveis, apoiam o efeito nocivo; por outro lado, ocorre em heterozigotia, o que por si só 
não explica a patologia, uma vez que a forma de hereditariedade neste gene é autossómica 
recessiva. Uma possível explicação para este caso é a existência de uma deleção dos 
restantes exões deste gene, no outro alelo, que não é detetada aquando da sequenciação. 
Esta mutação foi anteriormente identificada por Beneduzzi et al. (186) em heterozigotia com 
a variante R262Q (V134G/R262Q) e com a variante Q106R (V134G/Q106R). Os estudos 
funcionais realizados à variante V134G demonstraram uma perda de resposta ao nível da 
produção de IP3 quando estimulado com GnRH, ou seja, indicaram uma perda completa da 
atividade do mutado (186). 
 
4.2 Penetrância incompleta e oligogenia  
 
A hereditariedade oligogénica tornou-se evidente devido às grandes variações fenotípicas 
reprodutivas e não reprodutivas exibidas por diversas famílias (192). Uma descrição detalhada 
de indivíduos com mutações idênticas neste gene revelou uma grande gama de fenótipos 
(quer dentro, quer entre famílias), variando de aparentemente normal a anósmia, lábio 
leporino, fenda palatina, atraso pubertário, reversão do HHI e mesmo SK com malformações 
do esqueleto e craniofaciais (7, 34, 49). Mais tarde, Dodé et al. (131) encontraram as 
primeiras mutações no PROKR2 e no seu ligando em pacientes com HHn e SK. Em 14 
pacientes, não aparentados, detetaram mutações distintas no PROKR2, incluindo uma 
mutação digénica, em que um alelo mutado estava presente no PROKR2 e outro no KAL1. Num 
paciente com SK e defeitos na linha média e no esqueleto foi detetada uma mutação no gene 
NELF, que resultou de uma deleção intrónica de 8 pares de bases e, mais tarde, foi 
encontrada no mesmo indivíduo uma alteração no FGFR1 (53). Estas alterações genéticas 
explicaram que o fenótipo do paciente se deveu a ter herdado um alelo mutado de cada 
progenitor, explicando também a aparente ausência de segregação de qualquer gene com a 
doença (53). Outros estudos se seguiram nos quais se identificaram mais casos de digenia 
(193) e oligogenia (28). 
Neste estudo, as análises genéticas efetuadas aos familiares dos pacientes, demonstraram a 
existência de casos em que as variantes foram herdadas de progenitores aparentemente 
normais, nomeadamente nas famílias 7081, 5184, 6024 e 5136 (Figura 10, 15 e 19). Esta 
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penetrância incompleta já foi descrita anteriormente em diversos genes associados ao HHI e 
sugere que outros fatores genéticos ou ambientais possam contribuir para a variabilidade do 
fenótipo (194). Em particular, como referido anteriormente, casos de mutações digénicas e 
oligogénicas têm sido descritos em indivíduos com HHI e poderão explicar alguns casos de 
expressão fenotípica variável e penetrância incompleta (28, 193). 
O paciente 7081 possui três alterações genéticas nos genes FGFR1 (p.W4C), CHD7 (p.T1082I) e 
PROKR2 (p.R268C). Neste caso duas variantes (FGFR1 e CHD7) foram herdadas do pai, que 
teve atraso pubertário constitucional, e uma variante (PROKR2) foi herdada da mãe, 
aparentemente normal, sugerindo uma explicação para a variabilidade fenotípica desta 
família (Figura 24). 
Um outro caso de mutações digénicas e penetrância incompleta está presente na família 
5136. A variante do FGFR1 (p.D59D) foi herdada do pai e a variante no gene CHD7 (p.D1854G) 
foi herdada da mãe (Figura 24). 
Nos pacientes 5184 (Figura 10) e 6024 (Figura 10), poderão existir, para além das alterações 
detetadas, outras alterações genéticas em genes ainda não rastreados, ou fatores externos 
que expliquem a penetrância incompleta nestas famílias.  
Na família 5102 (Figura 24), como a mutação do KAL1 por si só já desencadeia a doença, tudo 
leva a crer que a alteração no CHD7 (M2527L) não exerça efeito patogénico. Dois fatores vêm 
apoiar esta hipótese, o irmão 6999 não possui a alteração no CHD7 e evidencia características 
fenotípicas iguais às do irmão 5102, e o pai de ambos, saudável, mesmo não tendo sido 
efetuada a análise genética, deverá ter transmitido a alteração M2527L ao filho 5102, uma 
vez que a mãe não possui a alteração. 
 
4.3 Relação genótipo/fenótipo 
 
Quer o HH normósmico, quer o SK partilham uma etiopatogenia anatómica e genética com 
características comuns. Diversos estudos descrevem genes implicados no HH com diferentes 
expressões fenotípicas, mesmo quando a mesma mutação está presente em diferentes 
indivíduos dentro da mesma família (49, 102), suavizando a separação entre SK e HHn.  
Os pacientes com SK não atingem geralmente a puberdade e o fenótipo reprodutivo pode 
variar desde hipogonadismo grave (criptorquidia ou micropénis em crianças do sexo 
masculino) à reversão completa na vida adulta (10, 47). Todos os pacientes no presente 
estudo apresentaram atraso pubertário devido aos baixos níveis de gonadotrofinas. A 
percentagem de indivíduos com criptorquidia é de 19% (8 em 42 homens). Dos pacientes com 
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SK, 15% possuem antecedentes de criptorquidia (3 em 20 homens) e dos pacientes com HHn, 
23% possuem antecedentes de criptorquidia (5 em 22 homens). A percentagem semelhante de 
criptorquidia entre as duas formas congénitas de HHI não é exclusiva deste estudo. Bhagavath 
et al. (195) também verificaram que a frequência de criptorquidia não diferiu muito entre 
anósmicos e normósmicos. Embora a literatura evidencie que alterações no gene KAL1 
provocam fenótipos reprodutivos mais severos que o FGFR1 (29, 30), neste estudo, nos casos 
com criptorquidia e/ou micropénis (21%, 9 dos 42 homens) a maioria das mutações ocorreu no 
gene FGFR1, isoladamente ou em oligogenia (56%, em 5 dos 9 indivíduos). 
A anósmia/hipósmia estão significativamente relacionadas com anomalias anatómicas do trato 
e bolbos olfativos. A prevalência de outras anomalias, especialmente defeitos na linha média 
e surdez neurosensorial, é elevada e independente da presença de anósmia/hipósmia (5). Nos 
22 pacientes com SK estudados, 10 (45 %) possuem anomalias anatómicas olfativas, na maioria 
com agenesia dos sulcos e bolbos olfativos, o que corrobora os resultados obtidos por Della 
Valle et al. (5). 
Outras características fenotípicas associadas ao SK incluem lábio leporino e fenda palatina, 
deficiência auditiva, agenesia dentária, anomalias dos membros, agenesia renal e movimentos 
de espelho (sincinesia) (4). A agenesia renal unilateral ocorre em cerca de 30% dos pacientes 
com alterações no KAL1 (159, 196), fenótipo presente nos irmãos da família 5102, que 
possuem uma mutação neste gene. Costa-Barbosa et al, (6) evidenciaram que certas 
características clínicas em homens e mulheres são altamente associados com causas genéticas 
de SK. A sincinesia (KAL1), a agenesia dentária (FGF8/FGFR1), anomalias ósseas digitais 
(FGF8/FGFR1) e surdez (CHD7) tornam-se úteis na prioridade a dar ao estudo genético (6). 
Dos 50 pacientes em estudo, quatro apresentavam surdez (8%, três SK-13,6% e um HHn-3,6%) 
e as alterações genéticas associadas aos mesmos ocorreram no FGFR1 e CHD7, confirmando 
em parte a associação obtida por Costa-Barbosa et al. (6) relativamente ao gene CHD7.  
 
4.4 Reversão do hipogonadismo hipogonadotrófico 
 
O diagnóstico de HHI reversível inclui todos os pacientes, que se tornaram férteis sem terapia 
de gonadotrofinas ou GnRH e/ou que apresentaram melhoria na secreção de testosterona, 
após a interrupção do tratamento de reposição de gonadotrofinas, GnRH ou testosterona (8). 
Para induzir o desenvolvimento pubertário e para manter os níveis adultos de hormonas 
sexuais, a maioria dos pacientes do sexo masculino com HH precisa de terapia de reposição 
de testosterona (TRT) ao longo da vida (197). No entanto, até 10% dos doentes com HH pode 
sofrer reversão da doença e alguns deles podem mesmo produzir sémen normal (10). 
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Apesar de já terem sido descritos diversos casos de reversão no HH (7-10, 47, 92, 198-203), as 
características clínicas e de genética molecular, assim como, os mecanismos que conduzem à 
reversão do HH não são bem conhecidos. Os casos reportados possuíam mutações em genes 
distintos, no KAL1 (8), FGFR1 (7, 47), PROK2 (9), GNRHR (199, 203), TAC3/TACR3 (92), CHD7, 
GNRHR, FGFR1 (198). De acordo com Laitinen et al. (198), uma proporção considerável de 
pacientes com HH (8% dos pacientes com SK) pode recuperar no início da idade adulta. 
Durante a TRT, o aumento testicular foi altamente sugestivo da reversão do HH.  
Apesar da maioria dos casos de reversão no HH ocorrerem em homens, também têm sido 
documentados casos de reversão em mulheres. Em 2002, Dewailly et al. (204) descreveram 
uma gravidez espontânea numa mulher com HHn parcial e mutação no GNRHR, após a 
reposição de esteróides sexuais. Mais tarde, Raivio et al.(47) relataram um caso de reversão 
numa mulher diagnosticada com HHn severo e com alterações genéticas nos genes FGFR1 e 
PROKR2. 
Igualmente, no presente estudo ocorreu pelo menos um caso de reversão no HHn, o paciente 
da família 5943. Este possui a alteração sinónima no CHD7 p.S559S, iniciou a TRT passando de 
um estágio de Tanner 1 para 4, em que 5 é considerado um desenvolvimento completo, e 
apresentando um volume testicular normal (15-20 cc). Após ter cessado a terapia de 
testosterona o paciente continuou a desenvolver a puberdade. 
 
4.5 Perspetivas futuras 
 
Em 20 famílias (40%) não se identificaram causas genéticas que explicassem o fenótipo. Esta 
situação poderá dever-se ao facto de estarmos na presença de uma causa adquirida, ou 
poderão ser outros os genes que explicam a doença. Estudos mais recentes têm permitido 
descobrir genes adicionais que estão relacionados com o funcionamento do eixo hipotálamo-
hipófise-gónadas, nomeadamente o NELF, HS6T1, FGF17, FGF18, IL17RD, DUSP6, SPRY2, 
SPRY4, FLRT3, Ebf2, NR0B1, LEP, LEPR, entre outros.  
O gene NELF (OMIM: 608137) também conhecido por NSMF codifica o fator LHRH embrionário 
nasal (Hormona libertadora da hormona luteinizante). Este gene está relacionado com a 
migração dos neurónios olfativos e dos neurónios secretores de GnRH em ratinhos (205), 
tendo sido associado ao HHI em 2004 por Miura et al. (206). O gene HS6ST1 (Heparan sulfate 
6-O-sulfotransferase) (OMIM: 604846) codifica a enzima sulfotransferase de heparina, 
necessária para a função da anosmina-1, tendo sido descobertas mutações em famílias com 
HHI (207). Miraoui et al. (208) efetuaram pesquisa de mutações em diversos genes e 
identificaram variantes em indivíduos com HH congénito nos genes FGF17 (Fibroblast growth 
factor 17) (OMIM: 603725), IL17RD (interleukin 17 receptor D [OMIM 606807]), DUSP6 (dual 
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specificity phosphatase 6 [OMIM 602748]), SPRY4 (sprouty homolog 4 (Drosophila) [OMIM 
607984]) e FLRT3 (fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 [OMIM 604808]). Um 
outro gene que merece ser alvo de estudo é o Ebf2 (early B-cell factor 2) (OMIM: 609934) que 
possui um papel chave no eixo neuroendócrino como proposto por Corradi et al. (209). Estes 
autores descreveram ratinhos nulos para o Ebf2, em que a migração dos neurónios de GnRH é 
defeituosa, levando ao HH. O NR0B1 (Nuclear receptor subfamily 0, group B, Member 1) 
(OMIM: 300473) codifica um novo membro da superfamília dos recetores nucleares e participa 
na formação da glândula supra-renal adulta, actuando como uma proteína co-reguladora que 
inibe a atividade da transcrição de outros recetores nucleares (210). Mutações neste gene 
foram descritas em pacientes com hipoplasia adrenal congénita ligada ao X e HHI normósmico 
(211). A leptina codificada pelo gene LEP (Leptin) (OMIM: 164160) é uma hormona que regula 
a ingestão de alimentos, o gasto de energia e reprodução ao nível do hipotálamo, sendo o seu 
recetor codificado pelo gene LEPR (Leptin receptor) (OMIM: 601007) (2). Mutações em ambos 
os genes estão associadas a obesidade e HH (212). Os genes anteriormente mencionados ficam 
para posterior estudo, uma vez que, as mutações nestes genes têm uma prevalência muito 
baixa ou estão associadas a características fenotípicas específicas e não muito frequentes nos 
pacientes. 
Atendendo ao elevado e crescente número de genes envolvidos no HH, as técnicas de Next 
Generation Sequencing (NGS) poderão ser aplicadas nesta patologia, uma vez que permitem 
uma economia de tempo e custos relativamente à sequenciação pelo método de Sanger. 
Como exemplo tem-se a targeted resequencing que permite a análise simultânea de vários 
genes de interesse (213) e o whole genome/exome sequencing, que como o próprio nome 
indica, ao sequenciar todo o genoma ou exoma humano, permite não só detetar alterações 
genéticas em genes já relacionados com a patologia, como possibilita ainda a descoberta de 
novos genes até então não associados à doença (214). 
Para além da sequenciação de genes adicionais, existem outros estudos que poderão ser úteis 
para completar os resultados obtidos neste trabalho. Quando na posse de amostras sanguíneas 
realizar-se-á o estudo genético dos familiares em falta, a fim de se analisar a existência de 
segregação familiar das alterações identificadas. Também será útil efetuar o estudo do RNA 
de familiares dos pacientes que possuem mutações previstas como modificadoras de splicing.  
Uma limitação deste trabalho foi a ausência de estudos funcionais in vitro, para se confirmar 
ou não os resultados obtidos pelos diferentes programas de simulação. Assim, em futuros 
estudos, poderemos avaliar a atividade de sinalização e os níveis de expressão/maturação da 
proteína. As mutações que se encontram no domínio transmembranar de um recetor acoplado 
à proteína G são mais suscetiveis de prejudicar o tráfico do recetor e resultam em níveis 
reduzidos de recetores na membrana plasmática (215). Nestes casos poderá ser possível 
quantificar o recetor na membrana plasmática em células não-permeabilizadas e células 
permeabilizadas. As mutações que se encontram nas alças extracelulares podem 
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comprometer severamente a transdução de sinal. Estas mutações podem interferir com a 
ligação do ligando, pelo que poderá ser necessário realizar ensaios de ligação ao recetor 
(215).  
As deleções completas de genes em heterozigotia não são detetadas pelos métodos de 
sequenciação utilizados, pelo que se poderão ainda realizar outras técnicas complementares 
para descartar esta hipótese, nomeadamente através de MLPA (anteriormente descrita), ou 
por fluorescence in situ hybridisation (FISH) ou por microarrays. 
Falta ainda perceber de que forma as alterações heterozigóticas, em genes cuja forma de 
hereditariedade é autossómica recessiva, podem contribuir para o fenótipo. Estudos 
funcionais deverão ser realizados para avaliar um possível efeito dominante-negativo destas 
variantes. 
Destaca-se que os estudos funcionais in vitro são muito laboriosos, dispendiosos e que por 
isso, nem sempre são realizados para demonstrarem o efeito patogénico das mutações. 
Convém salientar que a gravidade da perda de função in vitro nem sempre está 
correlacionada com a apresentação fenotípica (216). Na investigação elaborada por Koika et 
al. (216) no gene FGFR1, os estudos funcionais de duas mutações (R254W e R254Q) que foram 
detetadas em dois indivíduos distintos, indicaram uma redução nos níveis de expressão no 
geral e na superfície celular, em ambas as mutações. Embora a substituição de uma arginina 
por um triptofano no codão 254 (R254W) tenha demonstrado ser mais perturbadora do que a 
substituição por uma glutamina (R254Q), não existiu uma relação clara entre a apresentação 
fenotípica e a gravidade da perda de função detetada in vitro, revelando algumas limitações 
























Concluída a sequenciação dos principais genes relacionados com o HHI, e tendo sido aplicados 
critérios de patogenicidade muito exigentes, ainda assim, detetaram-se defeitos genéticos em 
60% dos casos estudados. Nos restantes pacientes, em que ainda não foram identificadas as 
causas genéticas, a patologia poderá estar associada a alterações em outros genes que ainda 
não foram alvo de estudo, ou poderão ser indivíduos nos quais não existe efetivamente uma 
causa genética, mas sim adquirida. 
O presente trabalho permitiu ampliar o espetro de defeitos genéticos associados ao HHI em 
diversos genes, identificando 18 novas mutações. Destas, seis foram identificadas no gene 
FGFR1, duas no KAL1, seis no CHD7, uma no KISS1R, duas no PROKR2 e uma no GNRHR. À 
mutação A353T do FGFR1 atribuiu-se especial importância, uma vez que foi detetada no exão 
8A que codifica a isoforma IIIb. Pela primeira vez, foi detetada uma mutação num paciente 
com HHn nesta isoforma, o que sugere um papel da mesma na patologia do HHI, devendo 
incluir-se sempre o exão 8A no estudo genético. Foi possível atribuir uma causa genética a 30 
dos 50 pacientes englobados no estudo, contudo, nenhuma das alterações foi detetada nos 
genes GNRH1, TAC3 e TACR3. 
Os casos de digenia/oligogenia detetados constituem uma possível explicação para a 
variabilidade fenotípica e penetrância incompleta presente em certas famílias. A tendência 
de encontrar este tipo de hereditariedade será cada vez maior, uma vez que, os avanços da 
ciência têm permitido encontrar cada vez mais genes, que estão de alguma forma 
relacionados com o funcionamento do eixo hipotálamo-hipófise-gónadas, e como tal com o 
HHI. 
Os diferentes estudos reportados na literatura permitiram verificar que uma determinada 
mutação num gene pode alertar para a presença de outras malformações, nomeadamente, as 
mutações no KAL1 poderão estar associadas a problemas renais e, alterações no CHD7 
poderão ser indicativas de malformações em outros órgãos. Apesar de não ter sido possível 
estabelecer uma efetiva relação genótipo/fenótipo, verificámos que dois irmãos com mutação 
no KAL1 evidenciavam agenesia renal unilateral e os pacientes que apresentavam surdez eram 
portadores de mutações nos genes FGFR1 e/ou CHD7. Considerando que a prevalência de 
mutações foi superior no FGFR1 e no CHD7, estes genes são particularmente relevantes, 
devendo ser prioritários no rastreio de mutações em pacientes com HHI, especialmente se 
possuírem surdez. Em caso negativo, deverá ser procurada uma causa genética nos outros 
genes. Mesmo quando identificada uma mutação, há vantagens em alargar o estudo aos 
restantes genes dado que, tal como tem sido descrito, existem diversos casos de 
hereditariedade oligogénica. 
A existência de casos com reversão no HHI após cessar a TRT foi também constatada em um 
dos pacientes em estudo. Assim, sugere-se um acompanhamento médico assíduo, na medida 
em que alguns casos têm reversão do HHI aquando do término do tratamento. 
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Os programas bioinformáticos são uma ferramenta muito útil para prognóstico do efeito 
funcional das mutações detetadas, sobretudo quando há restrições práticas à utilização 
sistemática de estudos funcionais in vitro. Porém, os programas de previsão bioinformáticos 
também têm as suas limitações, dado que não são 100% sensíveis, nem específicos. 
Salienta-se ainda a importância deste estudo no aconselhamento genético. Sabendo quais os 
genes mutados, podemos inferir qual o risco dos descendentes ou outros familiares serem 
portadores das mutações e testar, para sabermos se herdaram efetivamente a mutação. 
Tomando conhecimento da existência de uma mutação patogénica é possível aplicar 
atempadamente os procedimentos necessários para que se consigam ultrapassar os efeitos 
nefastos, nomeadamente, fazer o tratamento de reposição de testosterona ou estrogénios na 
idade apropriada, assim como, identificar outras anomalias potencialmente associadas. 
Contudo, o caracter oilgogénico e de penetrância incompleta associado a diversos casos, 
poderá dificultar o processo de aconselhamento genético.  
A genética humana, através da contribuição dos estudos dos genes mutados, tem sido uma 
poderosa ferramenta para a descoberta de mecanismos moleculares envolvidos no controlo 
central da reprodução, levando à identificação de várias moléculas que são essenciais para a 
migração dos neurónios embrionários de GnRH, bem como, para a regulação e ação da GnRH 
hipotalâmica. Estudos adicionais em pacientes com SK e HHn isolado, poderão levar à 
identificação de novos genes e mecanismos envolvidos na regulação da reprodução, e 
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Anexo I- Primers para PCR e sequenciação 
 
Na amplificação dos produtos de PCR foi maioritariamente utilizada a enzima Dream Taq 
(Dream Taq Green DNA, ThermoScientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), as 
exceções encontram-se descritas nas tabelas seguintes. Os primers de PCR foram também 
usados para a sequenciação dos produtos amplificados. 
Os primers usados na amplificação do gene KAL1 foram publicados por Hardelin et al. (159), 
com exceção do primer forward do exão 1 e do primer reverse do exão 10 que foram 




Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas com 




1F TGGGAGGGAGGTCGGCGAGGAGGG 2,0 mM Mg +10% DMSO + 60°C 1 462 
1R GAACTTTGCGAGCCCAGGCTGGGAG    
2F TTGGAAGGGAAGGACAGCAGG 1,5 mM Mg + 56°C 2 230 
2R GCACCATTCATACAGGTATAG    
3F TCTCAGCTTTGTTTGTTTCCA 2,0 mM Mg + 56°C 3 174 
3R CGTAAGCATAGTCAGATTTGG    
4F ATGTCTTGGAAATCAGACTTC 2,0 mM Mg + 56°C 4 334 
4R ATGTGACACTGCATGTGTCTT    
5F CAGATTGTTTTAATTGATACG 2,0 mM Mg + 56°C 5 267 
5R GCAGACACTACCTCCAGGATG    
6F AGTGACATGTTCCCTGTGCTC 2,0 mM Mg + 60°C 6 218 
6R CTGGTAGCAAGGATAGTATTC    
7F ATGATGTGTCTTTGTACTGGG 2,0 mM Mg + 56°C 7 269 
7R TGGGAATAACAATCCTTCCTC    
8F GACGTGGAAGGTTTGTAACGC 2,0 mM Mg + 56°C 8 237 
8R ATCATGTCACAATCATCTTGA    
9F TGCCCAGGAATCTATAATTAC 2,0 mM Mg + 56°C 9 269 
9R ACTATCTCTATATTACTGTGC    
10F ACCTGGAATGTAACATCCAGC 2,0 mM Mg + 60°C 10 325 
10R GTGAATGGATAAAAGAATGAGTGA    
11F AATATGATTTCAATTCTTGCC 2,0 mM Mg + 56°C 11 283 
11R GATGTAGAAGTCCTTCAGGTG    
12F TCTCCAGTCGCCTAATCCTGG 2,0 mM Mg + 56°C 12 302 
12R CCAATGACACAGACATAGTAC    
13F GTGCATTGCATGTTGTCTCTG 1,5 mM Mg + 56°C 13 241 
13R TGACAGGATGGCTTAATGCCC    
14F ATGTGACTGACATATTTTGTC 2,0 mM Mg + 56°C 14 147 
14R GGCCGAAGTTCAACAAGCTTA    
 
Os primers usados na amplificação do gene FGFR1 foram publicados por Sato et al. (152), com 
exceção dos primers dos exões 14 e 15 que foram publicados por Albuisson et al. (45). 
Nome do Primer 
FGFR1 
Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





2F CCTTCTGTTTTTCCTTTCCCC 1,5 mM Mg + 60°C 2 354 
2R GAGCCTTCCCTGTTGACCA    
3F TCTTCCTCTCTCGCCCCTT 2,5 mM Mg + 60°C 3 434 
3R AAGCAGAGTGGGGGCAGAT    
4/5F AAATCTAGGGGTCCCTAGGAG 1,5 mM Mg + 60°C 4 e 5 611 
4/5R TCCCCTGTTCCCATTACTCTA    
6F GTCATGGGGCCTGCATTTT 1,5 mM Mg + 60°C 6 299 
6R AAGTGCCAATCGCTATCCTGA    
120 
Nome do Primer 
FGFR1 
Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





7F ATGGCAAGGTCCCCATGA 1,5 mM Mg + 60°C 7 354 
7R AAGCGTGAGGAATGATCCCAT    
8AF CCTGGGCCTGCCTGAAAG 1,5 mM Mg + 60°C 8A 372 
8AR TCCATGGCTCTGGGCACTA    
8BF AGGTCTCATGTCCTGTGCTTG 1,5 mM Mg + 60°C 8B 355 
8BR AGGATTCAGCCCTCAAAGCT    
9F CAGGAGACAGGTGTTGCTTTT 1,5 mM Mg + 60°C 9 403 
9R AGCCAGAAAATAAGGCCCAA    
10/11F TTGGGAAGCCCTGACTAAGAA 1,5 mM Mg + 60°C 10 e 11 639 
10/11R TGTTTGCTTGGAATGGGACA    
12F AAAGCAGCCCCTCGACACATA 1,5 mM Mg + 60°C 12 261 
12R ACCCCAGCTCAGATCTTCTCC    
13F AAACCTGCTCACCTGCTGCT 1,5 mM Mg + 60°C 13 354 
13R AGTGCTCAGTGCATCCACAA    
14F GCAGAGCAGTGTGGCAGAAGT 1,5 mM Mg + 60°C 14 300 
14R CCACTCCTTGCTTCTCAGAT    
15F TTCCCACCTGTGCCCTCATG 1,5 mM Mg + 60°C 15 227 
15R AGAGGACTCCTCAGTCCAGG    
16/17F TGCCCTGGGTAGAGGATTTGT 1,5 mM Mg + 60°C 16 e 17 563 
16/17R TGTGATGGGCGAGAGGAA    
18F GTAAGGCTGCCCGTGCCAG 1,5 mM Mg + 60°C 18 634 
18R GCTCAGGAAGCTCTCACTTGC    
 
Os primers usados na amplificação do gene FGF8 foram publicados por Ericka et al. (217), 
com exceção do primer forward dos exões 1/2 que foi desenhado por nós no programa Primer 




Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas com 




1/2F ACCCGCACCCTCTCCGCTC 1,0 mM Mg +1% DMSO + 60°C 1 e 2 435 
1/2R TACCTCTCTGTGCCTCAGCTCC    
3/4F AGGGGATGGATGTTCGATG 1,5 mM Mg + 56°C 3 e 4 825 
3/4R CCCTCAAGACACCTTTCTGC    
5F CAGTTGCTGCTGGGCTGT 2,0 mM Mg + 56°C 5 295 
5R GCCTACCTTGTTGGGATCAG    
6F TGCGAGTTGTGAGGGATTAG 2,0 mM Mg + 56°C 6 600 
6R CAATATCAACAACCGGAACC    
 




Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





1F AACAGGACTTTAGATTCGGT 2,0 mM Mg + 56°C 1 777 
1R GTTAAGAAGTTTGCCCAAG    
2F AGATCTATTGACACTTACCC 2,0 mM Mg + 56°C 2 535 
2R ATGAGCTAATATATGCAAACTG    
3F ATTTTCTCCCATTGATTAAGTTG 2,0 mM Mg + 56°C 3 433 









Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





1F CTCTGACTTCCATCTTCTGC 1,5 mM Mg + 56°C 1 392 
1R GCCTTATCTCACCTGGAGC    
2F CTGCAACTTTCCCAATCTCC 1,5 mM Mg + 56°C 2 346 
2R GAGGAGTCAGGAATGTAAGC    
3F CCTAGCACTAACTAGAGC 1,5 mM Mg + 56°C 3 303 
3R GTGCAACTTGGTGTAAGG    
 
Os primers usados na amplificação do gene KISS1R foram publicados por Seminara et al. (82), 
com exceção do primer reverse do exão 4 e dos primers do exão 5 que foram desenhados por 




Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas com 




1F GCTGGGTGAATAGAGGGC 1,5 mM Mg + 60°C 1 722 
1R GGAGTTTGCGACCTCTAGC    
2F CCATCCTGCTGGTCACTCG 1,5 mM Mg + 60°C 2 352 
2R CACTGCGGAGCGCACTCC    
3F GCCTGAGTGTTCGCACACG 1,5 mM Mg + 60°C 3 340 
3R GCGCCCATTTTCCAGATGC    
4F GCATCTGGAAAATGGGCGC 1,5 mM Mg + 60°C 4 566 
4R GTGAAGGTGGTTAGACGAAAGGC    
5F AGGAGGGGCGGTGCGAG 1,5 mM Mg + DMSO 5% + 55°C 5 611 
5R CTAATAACAGAAGAATAGCCGC    
 
Os primers usados na amplificação do gene CHD7 foram publicados por Song et al. (219), com 





Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





2.1F TGGGGACCAAATTCAGATGT 1,5 mM Mg + 60°C 2 669 
2.1R ATTCTGCATGCCAGGGTAGA    
2.2F CCGAACAGAATGATGAGCAAC 1,5 mM Mg + 60°C 2 642 
2.2R GACTGTCTGGCTCCGAGAAC    
2.3F TCACCACCCCTCTACTGCTC 1,5 mM Mg + 60°C 2 630 
2.3R GCCGAGGACATGCCTATAAA    
2.4F CTCTCCACCTCCCATGTCAC 1,5 mM Mg + 60°C 2 606 
2.4R AGGCACTCATAATGAAAAAGC    
3F ACATCAGCCACTAACTTTCAG 1,5 mM Mg + 60°C 3 678 
3R AATGCGTAAAAGCCTTAGC    
4F TTGCCAGGAAAACTTAATTGG 1,5 mM Mg + 57°C 4 361 
4R GCTAAAGTTACCCATGCCAAA    
5F ATGGTCTCGATCTCCTGACCT 1,5 mM Mg + 60°C 5 636 
5R AAAATGCATCCATAAATCCC    
6F ACCTAGGCTGGTCCACGTAA 1,5 mM Mg + 60°C 6 479 
6R CTGGGGTCAAATATCCCAAAG    
7F TAGAAGCTCTCGCACGTTGA 1,5 mM Mg + 60°C 7 401 
7R CCAGGCCATGATGACTAAAGA    
8F GAGCTGGAGGCTTAGGACAG 1,5 mM Mg + 60°C 8 452 





Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





9F TCACAGTAAAAGGTTTCACACG 1,5 mM Mg + 60°C 9 426 
9R AAGGCTCTGACCAAGACCAG    
10/11F TGTATGTGGTCAAATGAATCCAA 1,5 mM Mg + 60°C  10 e 11 469 
10/11R TCAATAACTAAAGGAAAGGAACTACAG    
12F TGCATTTGTGGGTACAATGG 1,5 mM Mg + 60°C 12 428 
12R CCTTCCCAAGTCACCAAGAC    
13F GATGCATGTGCTCTGTTAGGA 1,5 mM Mg + 60°C 13 482 
13R TCTGAGCAACGGGACTATCA    
14F TGTCCATGGATCTGTCTACCTG 1,5 mM Mg + 60°C 14 489 
14R TGATGACCTGGAAAGTCCAA    
15F CAACCTTCATGCACTGCTCT 1,5 mM Mg + 60°C 15 494 
15R AAGGGATTTCTGGTGCTTCA    
16F AATGCCTCAATGTGTTGTGC 1,5 mM Mg + 60°C 16 486 
16R GACCCCTGGGAAGGTAATTT    
17F CGCCAATAAACCCTATTTGCT 1,5 mM Mg + 60°C 17 457 
17R CTGAGTGACGACGCAACATT    
18F ACATTGGAATGAGGGTTTCAG 1,5 mM Mg + 60°C 18 550 
18R GCCCCTTTTCGTAGAAGATCC    
19F GCCTTTGATTATTTTTCGACCTC 1,5 mM Mg + 60°C 19 478 
19R AGGGGTTCCACAGGGAGTTA    
20/21F TGTCTGGCATAAGTGGAGGA 1,5 mM Mg + 60°C 20 e 21 596 
20/21R TTCTCTACCAGTTGGGAATTCTA    
22/23F CACCCAGTGTGAATTGTTGC 1,5 mM Mg + 60°C 22 e 23 759 
22/23R CTGCATCTGCAGACGTGAAG    
24F AGGCAATGGTAGGGTACGTG 1,5 mM Mg + 60°C 24 585 
24R ACAGCCTTTTCCTGATTCTCA    
25F TGGCAGAGGGCTACTGACTC 1,5 mM Mg + 60°C 25 572 
25R CGCTGGAAGCAAAGTTTAGG    
26F CCAGGCATCTTGCAGTTATTC 1,5 mM Mg + 60°C 26 466 
26R GAACCCTGCCAATAGATGTGA    
27/28F ATGTCATTTCCCGCAATCTCC 1,5 mM Mg + 60°C 27 e 28 554 
27/28R ACCACGTGAACAATGACTGC    
29F TAAAAATGAGGGCACTGAGATG 1,5 mM Mg + 60°C 29 538 
29R CCCCCAGACTTTATACATGGTAG    
30F GGTAGTGACCACCAAAGAAAGG 1,5 mM Mg + 60°C 30 532 
30R CTCTGTGATCGGCTCAATTATG    
31.1F GCCATGTGTAGGCGAGTATGT 1,5 mM Mg + 60°C 31 642 
31.1R CCTCTTCTTTGCCCTCACATT    
31.2F CAAAACAGAGGGGCAGGTAATA 1,5 mM Mg + 60°C 31 552 
31.2R ATAAGGTGCGAGAGCAAAACAC    
32F GACAACAGTGCCCAATACCA 1,5 mM Mg + 60°C 32 578 
32R ATGGAGCCAAAGATCAATCC    
33F CTAGGACCTTCTGCCAGAGC 1,5 mM Mg + 60°C 33 531 
33R TTTCTAAGCAAGGCCAGTGAA    
34F CTCAGCTCTGTGCACCAGTCAT 1,5 mM Mg + 60°C 34 689 
34R GGAAGCTGGCTTTCATACAATG    
35F CCAGCCTCATTTTCTGACTTTT 1,5 mM Mg + 60°C 35 544 
35R AACAACAAAGACCTGGGAAATG    
36F CCTTAATGGACGGGTAAAATAGG 1,5 mM Mg + 60°C 36 586 
36R CACCTGGGTAGATCCTTCATTG    
37F TTTCTTAGCCCAGAAGGAAGTG 1,5 mM Mg + 60°C 37 539 
37R CCCCTGGAGAAGTCTACCTCTAA    
38.1F TGAGCTGTTAGGAGGGAAGAAC 1,5 mM Mg + 60°C 38 533 
38.1R GTTTCCAGTAGCAGCTGACAGAG    
38.2F GAATCTCCAGAATCTCCAGTCG 1,5 mM Mg + 60°C 38 670 
38.2R GTCTAGCTCTTCACCCTGTGCT    
38.3F TCCATGTTTCTACCTCCAGGAC 1,5 mM Mg + 60°C 38 630 
38.3R TGAGCAGCACTTTCTTCCATTA    
123 




Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas 





2F CAAGCTGCTGGTAATGAATG 1,5 mM Mg + 60°C 2 326 
2R AAATGCCCTCTGACGGAC    
3/4F GATTCAGGATGGGCTCAGG 1,5 mM Mg + 60°C 3 e 4 534 
3/4R GGGAGCTGGCATATTGTTTG    
5/6F ACAGAGACCAGAAACCCAGTC 1,5 mM Mg + 60°C 5 e 6 692 
5/6R TTTAATACCTGTAGCATGGGAG    
 












1AF CAGGACGCTCAGTTCTCCA 1,5 mM Mg + 60°C 1 629 
1AR ATTTCCCAAAACTGCCACTG    
1BF ACCAAGCTGGCAACCTCTC 1,5 mM Mg + 60°C 1 603 
1BR CCACGGAAGCAGAAACTTGT    
2F GCCATGATTACCATTCTACG 1,5 mM Mg + 60°C 2 527 
2R TGACCACACACAAATCATACCA    
3F CAACTGGCAGCATTTGAAAC 1,5 mM Mg + 60°C 3 529 
3R GATTACAGTATGTGGACAGCAGC    
4F CTGTCCGTATATTGCTTCACC 1,5 mM Mg + 60°C 4 496 
4R AAAGCCTGTGCCTCTCTCAG    
5F TGACATAAATTCTAAGAGTCTGG 1,5 mM Mg + 56°C 5 600 
5R CTTTCTCAATTTGACCATAGC    
 
Os primers usados na amplificação do gene PROK2 foram publicados por Pitteloud et al. (46), 





Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas com 




1F GGCGGGGCTAGCCTTTAT 2,0 mM Mg + 10% DMSO + 53°C 1 393 
1R ATTTTCCCAAGTGCACCAAG    
2F GATTTTCATAATCCAGGGGC 1,5 mM Mg + 56°C 2 464 
2R TGTTTGTCGAGCACGTTACC    
3F GTATCTTGCTCCGCCAGTTC 2,0 mM Mg + 56°C 3 259 
3R AGGACAGACCCAACTCTATGG    
4F TGAGCATATTGCCTAATGGG 2,0 mM Mg + 56°C 4 352 








Os primers usados na amplificação do exão 1 do gene PROKR2 foram publicados por Dodé et 





Primer 5’ para 3’ 
Condições otimizadas com 




1F GGCTCACTGACCCTGAAAGA 1,5 mM Mg + 56°C 1 619 
1R TGTCAGCCTGTCAGAGCCTA    
2AF TGAGGATTCACTGTGCCACT 1,0 mM Mg + 55°C 2 488 
2AR AGAATGCACATGAGCACCAG    
2BF CACCATGACCCTGTGCTATG 2,0 mM Mg + 55°C  2 528 






















Anexo II- Primers usados para despiste de 
variantes em controlos usando diferentes 
técnicas. 
 
Os primers foram desenhados usando o programa Primer3Plus (128) e os nucleótidos 
sublinhados representam alterações nucleotídicas da cadeia original. 
 
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano KAL1 para despiste 

















R: GCAGACACTACCTCCAGGATG  





















Primers usados em diferentes técnicas no gene humano FGFR1 para 



















1,5 mM Mg 
+ 60°C 
BsrI 
Alelo normal: 183, 
13, 9 






2,5 mM Mg 
+ 60°C 
PflMI 
Alelo normal: 273 







2,5 mM Mg 
+ 60°C 
FoKI 
Alelo normal: 434 







2,5 mM Mg 
+ 60°C 
MspI 
Alelo normal: 147, 
69, 31, 26 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
BstUI 
Alelo normal: 584 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
AccI 
Alelo normal: 372 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
AseI 
Alelo normal: 96 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
BstUI 
Alelo normal: 563 
Alelo mutado: 379, 
184 
126 
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano FGF8 para despiste 




























Primers usados em diferentes técnicas no gene humano GNRHR para 



















2,0 mM Mg 
+ 56°C 
XcmI 
Alelo normal: 401, 
218, 158 








2,0 mM Mg 
+ 56°C 
- 
Alelo normal: 777 






2,0 mM Mg 
+ 56°C 
BsrI 
Alelo normal: 235 








2,0 mM Mg 
+ 56°C 
- 
Alelo normal: 433 
Alelo mutado: 422 
 
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano KISS1R para 


















1,5 mM Mg + 
60°C 
BstUI 
Alelo normal: 163, 114, 
63 





Primers usados em diferentes técnicas no gene humano CHD7 para 


















1,5 mM Mg 
+ 60°C 
HindIII 
Alelo normal: 422 
Alelo mutado: 393, 
29 





1,5 mM Mg 
+ 55°C 
- 
Alelo normal: 777 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
- 
Alelo normal: 678 








1,5 mM Mg 
+ 60°C 
MnlI 
Alelo normal: 329 
Alelo mutado: 318, 
11 
p.T1082I Allele specific 
F: TAAGTTTCATGCCATCATAAT 
R: TCTGAGCAACGGGACTATCA 
1,5 mM Mg 
+ 55°C 
- 
Alelo normal: - 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
RsaI 
Alelo normal: 241, 
166, 71 








1,5 mM Mg 
+ 55°C 
- 
Alelo normal: 478 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
ApaI 
Alelo normal: 350 









1,5 mM Mg 
+ 61°C 
- 
Alelo normal: 544 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
BstUI 
Alelo normal: 383, 
259 







1,5 mM Mg 
+ 61°C 
- 
Alelo normal: 544 







1,5 mM Mg 
+ 60°C 
MspI 
Alelo normal: 409, 
124 
Alelo mutado: 533 
*Supreme Nzytaq (Nzytech, Lisboa, Portugal) 
 
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano PROK2 para 

















2,5 mM Mg + 
63°C + enzima 
HiFi* 
AluI 
Alelo normal: 382 
Alelo mutado: 277, 
105 
*HiFi DNA polymerase (High-Fidelity DNA Polymerase, Wilmington, MA, EUA) 
128 
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano PROKR2 para 























































































































Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 




















MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.5894+32C>G (Het) MAF 
0.5% (G) (3/414 alelos PT 
– 0.7%); c.6103+8C>T 
(Het) MAF 12% (T); 
c.6111C>T (Het) MAF 
0.3% (T); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 









45.8%  (C)  











c.307T>A (Het) MAF 0.9% 
(A) ; c.1665+34G>A (Het) 
MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Het) MAF 
13% (A); c.2498+70T>A 
(Het) MAF 0.9% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 














45.8%  (C) 













MAF 20.3% (G); 
c.2185A>G (Het) MAF 
0.1% (G); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 








Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 














 c.453C>T (Het) 













c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G) ; 
 c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); 
c.3523-35C>G (Het) MAF 
5.6% (G); 
 c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6103+8C>T (Het) MAF 
12% (T);  
c.6738G>A (Het) MAF 
1.4% (A); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.549-114C>A (Het) 

















45.8%  (C) 







MAF 16.3% (G); 
c.244+128C>T 









MAF 20.3% (G); 
c.2124T>C (Het) MAF 
1.1% (A); c.2377-3dupT 
(Het) MAF 1.3% (TT); 
c.2614-45A>G (Hom) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6103+8C>T (Het) MAF 
12% (T); c.6276G>A (Het) 
MAF 10.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.549-114C>A (Het) 
MAF 11.1% (A); 
c.1345G>A (Het) 
MAF 0.8% (A); 
c.*73C>T (Het) 






Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 





















c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-45A>G 
(Hom) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);  c.4533+46A>G 
(Hom) MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.8355C>T 
(Het) MAF 0.02% (T) 
(0/408 alelos PT); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 
 c.738-82A>G (Het) 

















G (Hem) MAF 
0.3% (G) 














c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-); 
c.2613+4C>T (Het); 
c.7579A>C (Het) MAF 
0.05% (C); ; c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 
































MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
14delT (Het) MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.5894+102C>G (Het) 
MAF 1.4% (G); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 









Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 
Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 













 c.1665+34G>A (Hom) 
MAF 20.3%  (G); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.5561A>G (Het) (0/404 
alelos PT); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.549-114C>A (Het) 

















 c.453C>T (Het) 









c.307T>A (Het) MAF 0.9% 
(A); c.1665+34G>A (Het) 
MAF 20.3% (G); 
c.2708A>C (Het) (0/402 
alelos PT); c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 







45.8%  (C) 






c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-); c.5211-251C>A 
(Het) MAF 0.5% (A); 
c.5895-78G>A (Het) MAF 
0.2% (A); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 















45.8%  (C) 






 c.1665+34G>A (Hom) 
MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 












Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 









45.8%  (C) 







MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6103+8C>T (Hom) MAF 
12% (T);  
c.6111C>T (Het) MAF 
0.3% (T); c.6276G>A (Het) 
MAF 10.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 









  c.453C>T (Het) 









c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Hom) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Hom) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6194G>A (Het) (0/414 
alelos PT); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 













 c.453C>T (Het) 








MAF 16.3% (G);  
c.245-34G>A 








c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.4354-104A>G (Het) MAF 
1.1% (G); c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.549-114C>A (Het) 
MAF 11.1% (A); 
c.*73C>T (Het) 




Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 






45.8%  (C) 












c.1163G>A (Het) (0/406 
alelos PT); c.1665+34G>A 
(Het) MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Het) MAF 
13% (A); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-)   
  c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); c.1-













45.8%  (C) 












c.5051-4C>T (Het) MAF 
0.5% (T); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.6135G>A (Het) MAF 
2.1% (A); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Hom) 




















MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); 
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 











 c.453C>T (Het) 











MAF 20.3% (G); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.549-114C>A (Het) 












Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 
Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 











c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.5051-4C>T 
(Het) MAF 0.5% (T); 
c.6216C>G (Het) MAF 
0.05% (G); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 




























MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  c.4354G>T 
(Het) (0/404 alelos PT); 
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 









Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas. 





















c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.5405-176C>G 
(Het) MAF 4.1% (G); 
c.6135G>A (Het) MAF 
2.1% (A); c.7356A>G (Het) 
MAF 4.1% (G); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.549-114C>A (Het) 
MAF 11.1% (A); 
c.*73C>T (Het) 












45.8%  (C) 








c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Hom) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.5307C>T 
(Het) MAF 1.5% (T); 
c.5404+67A>G (Het) MAF 
1.7% (G); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (het) 































c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
   c.465C>T 
(Hom) MAF 
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MAF 19.3% (A); c.5405-
176C>G (Het) MAF 4.1% 
(G); c.5894+102C>G (Het) 
MAF 1.4% (G); c.7356A>G 
(Het) MAF 4.1% (G); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 
  c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 













alelos PT -  
0.25%)  




alelos PT – 
0.25%) 





45.8%  (C) 










MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-232C>G (Het) 
MAF 3.6% (G); c.1-
103T>C (Het) MAF 
36.2% (C);  
c.*73C>T (Hom) 
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45.8%  (C) 






 c.1665+34G>A (Hom) 
MAF 20.3% (G); 
c2053_2058dupGCAAAA 
(Het) MAF 0.3% 
(dupGCAAAA) (4/214 
alelos PT - 1.9%); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.7830+57C>G (Het) 
(0/402 alelos PT); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-232C>G (Het) 
MAF 3.6% (G); c.1-
103T>C (Het) MAF 
36.2% (C); c.549-
114C>A (Het) MAF 
11.1% (A); 
c.*73C>T (Het) 

















MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Het) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6135G>A (Het) MAF 
2.1% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 
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45.8%  (C) 
  c.401T>G (Het) 











c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.6135G>A 
(Het) MAF 2.1% 
(A);c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 














45.8%  (C) 














c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);  c.6135G>A (Het) 
MAF 2.1% (A); c.*127delA 

























45.8%  (C) 














c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-); c.*127delA (Het) 








MAF 39.2% (C) 
































c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); c.5405-176C>G 
(Het) MAF 4.1% (G); 
c.7356A>G (Het) MAF 
4.1% (G); c.*127delA (Het) 
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MAF 16.3% (G);  
c.687C>T (Het) 




c.1536A>G (Het) MAF 
0.2% (G); c.1665+34G>A 
(Het) MAF 20.3% (G);  
c.3523-67A>G (Het) MAF 
0.9% (G); c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.6103+8C>T (Het) MAF 
12% (T); c.6276G>A (Het) 
MAF 10.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 























c.1665+34G>A (hom) MAF 
20.3% (G); c.2239-109G>A 
(Het) MAF 0.4% (A); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 






















MAF 20.3% (G); c.2239-
109G>A (Het) MAF 0.4% 
(A); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 
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Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 
5679    c.453C>T (Het) 
















c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2442+93A>G 
(Het) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Het) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 








MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); c.1-
















45.8%  (C) 












c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2067G>A 
(Het) MAF 0.2% (A); 
c.2442+93A>G (Het) MAF 
13% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A);  
c.5404+40G>A (Het) MAF 
0.1% (A); 
c.6103+8C>T (Hom) MAF 
12% (T); c.6135G>A (Het) 
MAF 2.1% (A); c.6276G>A 
(Het) MAF 10.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 
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Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 
5943 c.1600G>A 
(Hem) MAF 





















MAF 20.3% (G); 
c.1677G>A (Het) (0/412 
alelos PT); c.2442+93A>G 
(Hom) MAF 13% (A); 
c.2614-45A>G (Hom) MAF 
17.9% (A); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-103T>C (Het) 









45.8%  (C) 










MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 























c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);   c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 
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Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2 






















MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 














(Het)  MAF 
45.8%  (C) 















c.1018A>G (Het) MAF 
0.3% (G); c.1665+34G>A 
(Hom) MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Het) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);   
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Hom) 
MAF 36.2% (G); 
c.549-114C>A (Het) 
MAF 11.1% (A); 
c.857A>G (Het) 




































c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-14delT 
(Het) MAF 5.2% (-);  
c.4437G>A MAF 0.05% (A) 
(Het) (1/398 alelos PT – 
0.3%); c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 
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MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Het) MAF 
19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du









MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 



















c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);   c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA) 
 c.*73C>T (Het) 




















 c.317A>G (Het) 
MAF 0.2% (G)  
(2/438 alelos PT 
– 0.5%); 
c.453C>T (Het) 

















c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);   c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-232C>G (Het) 
MAF 3.6% (G); c.1-
103T>C (Het) MAF 
36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 
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c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-); c.*127delA (Het) 
MAF (15.1%) (-)  
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-232C>G (Het) 
MAF 3.6% (G); c.1-
103T>C (Het) MAF 
36.2% (C);  
c.*73C>T (Het) 



























MAF 20.3% (G); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Hom) 
MAF 36.2% (G);  
c.1-232C>G (Het) 
MAF 3.6% (G); c.1-
103T>C (Hom) MAF 
36.2% (C); 
c.*73C>T (Het) 




















MAF 20.3% (G); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-); 
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Hom) 
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45.8%  (C) 
  c.453C>T (Het) 
















MAF 20.3% (G); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);   c.4354-
104A>G (Het) MAF 1.1% 
(G); c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Hom) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Hom) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Hom) 
MAF 36.2% (C); 
c.1085+16C>T 
(Het) MAF 2.3%  
(T); c.*73C>T (Het) 










   c.141+40T>G 
(Hom) MAF 
3.4% (T) 
 c.1665+34G>A (Hom) 
MAF 20.3% (G); 
c.2442+93A>G (Hom) 
MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Hom) MAF 17.9% 
(A); c.2614-14delT (Het) 
MAF 5.2% (-);  
c.4533+46A>G (Hom) 
MAF 19.3% (A); 
c.6103+8C>T (Het) MAF 
12% (T); c.6276G>A (Het) 
MAF 10.3% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 














  c.453C>T (Het) 












c.1665+34G>A (Het) MAF 
20.3% (G); c.2614-45A>G 
(Het) MAF 17.9% (A); 
c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);  c.4533+46A>G 
(Het) MAF 19.3% (A); 
c.6135G>A (Het) MAF 
2.1% (A); 
c.8076+163_8076+166du
pATCA  (Het) MAF 49.6% 
(dupATCA); c.*127delA 
(Het) MAF (15.1%) (-) 
 c.*73C>T (Het) 
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c.2614-14delT (Het) MAF 
5.2% (-);  c.3245C>T (Het) 
(0/412 alelos PT); c.5051-
4C>T (Het) MAF 0.5% (T)  
(0/412 alelos PT); 
c.*127delA (Het) MAF 
(15.1%) (-) 
 c.1-271C>G (Het) 
MAF 36.2% (G); 
c.1-103T>C (Het) 
MAF 36.2% (C); 
c.*73C>T (Hom) 








alelos PT -  
0.25%) 
 
Os nucleótidos foram numerados de acordo com as sequências de referência para cada gene: KAL1 (NM_000216.2); FGFR1 (isoforma IIIc- NM_023110.2, isoforma 
IIIb- FJ809917); FGF8 (NM_033163.3); CHD7 (NM_017780.3); PROK2 (NM_001126128.1); PROKR2 (NM_144773.2); KISS1R (NM_032551.4); TAC3 (NM_013251.3); 
TACR3 (NM_001059.2); GNRH1 (NM_000825.3) e GNRHR (NM_000406.2). Het– variante encontrada em heterozigotia; Hom– variante encontrada em homozigotia; 
Hem– variante encontrada em hemizigotia. MAF- Minor Allele Frequency disponível em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 79– Março 2015) para o total 
da população. As variantes c.2053_2058dupGCAAAA, c.2239-109G>A, c.2614-14delT, c.5894+32C>G, c.8076+163_8076+166dupATCA e c.*127delA presentes no 
gene CHD7, possuem uma MAF disponível em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 80– Maio 2015). Quando possível, apresenta-se a frequência alélica 
para a população Portuguesa (PT), calculada neste trabalho a partir de controlos saudáveis. Nos casos em que a variante nunca foi descrita, apresenta-se, apenas 




Anexo V- Mutações germinativas inativadoras do 
gene FGFR1 no hipogonadismo hipogonadotrópico 
idiopático (2003-2014). 
 
Mutação (a) Codão Efeito previsto (b) Referência Designação original 
     
Exon 2     
c.11G>A 4 ns, p.W4X Laitinen et al., 2011 (1) c.11G > A 
c.12G>A 4 ns, p.W4X Dode & Hardelin 2009 (2) 12G>A 
c.12G>T 12 ms, p.W4C Presente estudo  
c.47C>G 16 ms, p.A16G Dode & Hardelin 2009 (2) 47C>G 
     
Intron 2     
c.91+2T>A - sp Laitinen et al., 2012 (3) c.91+2T>A 
     
Exon 3     
c.95dupA 32 fs Presente estudo  
c.142G>A 48 ms, p.G48S Laitinen et al., 2011 (1) c.142G > A 
c.142G>A 48 ms, p.G48S Trarbach et al., 2006 (4) 142G>A 
c.165_171delTCGGCTG (c) 55-57 fs Shaw et al., 2011 (5) c165_171 deletion  
c.177C>T 59 sp, p.D59D Presente estudo  
c.231C>G (d) 77 ms, p.N77K Dode et al., 2007 (6) c.231C>G 
c.232C>G 78 ms, p.R78G (e) Pitteloud et al., 2006 (7) c.232 C>G, p.R78C 
c.232C>G 78 ms, p.R78G (e) Pitteloud et al., 2006 (7) c.232 C>G, p.R78C 
c.232C>T 78 ms, p.R78C Sykiotis et al., 2010 (8) c.232C>T 
c.246_247delAG 82-83 fs Laitinen et al., 2011 (1) c.246_247delAG 
c.246_247delAG 82-83 fs Entrala-Bernal et al., 2014 (9) c. 246_247delAG 
c.246_247delAG 82-83 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 246_247del  
c.287C>G 96 ms, p.S96C Presente estudo  
c.289G>A 97 ms, p.G97S Dode & Hardelin 2009 (2) 289G>A 
c.289G>A 97 ms, p.G97S Jarzabek et al., 2012 (10) c.289G>A 
c.289G>A (f) 97 ms, p.G97S Tommiska et al., 2014 (11) c.289G>A 
c.290G>A 97 ms, p.G97D Dode et al., 2003 (12) G97D 
c.296A>G 99 ms, p.Y99C Dode et al., 2003 (12) Y99C 
c.296A>G 99 ms, p.Y99C Raivio et al., 2007 (13) c.296 A>G 
c.296A>G 99 ms, p.Y99C Sykiotis et al., 2010 (8) c.296 A>G 
c.301T>G 101 ms, p.C101G Quaynor et al., 2011 (14) c.301T>G 
c.302G>T 101 ms, p.C101F Dode et al., 2007 (6) c.302G>T 
c.303_304insCC 102 fs  Dode et al., 2003 (12) 303–34insCC 
c.304G>A (e) 102 ms, p.V102I Albuisson et al., 2005 (15) c.303G>A /p.V102I 
c.304G>A 102 ms, p.V102I Pitteloud et al., 2006 (7) c.304G>A 
c.304G>A 102 ms, p.V102I Sykiotis et al., 2010 (8) c.304G>A 
c.304G>A (w) 102 ms, p.V102I Fukami et al., 2013 (16) c.304G>A 
c.304G>A 102 ms, p.V102I Izumi et al., 2014 (17) p.V102I 
c.319T>A 107 ms, p.S107T Izumi et al., 2014 (17) p.S107T 
c.320C>A 107 ns, p.S107X Sato et al., 2004 (18) 320C>A 
c.320C>T 107 ms, p.S107L Sykiotis et al., 2010 (8) c.320C>T 
c.320C>T (x) 107 ms, p.S107L Fukami et al., 2013 (16) c.320C>T 
c.326dupG 109 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 325_326insG 
c.327delT 109 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 327del 
c.336C>T 112 sp, (p.T112T) Raivio et al., 2012 (19) c.336C>T 
c.347T>G 116 ms, p.V116G Dode & Hardelin 2009 (2) 347T>G 
c.350A>G (g)  117 ms, p.N117S Raivio et al., 2009 (20) c.350A>G 
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Mutação (a) Codão Efeito previsto (b) Referência Designação original 
     
c.350A>G (g) 117 ms, p.N117S Miraoui et al., 2013 (21) c.350A>G 
c.350A>G (g) 117 ms, p.N117S Shaw et al., 2011 (5) c.350A>G 
     
Exon 4     
c.386A>C (e) 129 ms, p.D129A Albuisson et al., 2005 (15) C.385A>C /p.D129A 
c.424_427delGATA 142-143 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 424_427del 
c.424_427delGATA 142-143 fs Sarfati et al., 2013 (22) c.424_427del 
c.482T>C 161 ms, p.M161T Jarzabek et al., 2012 (10) c.482T>C 
     
Exon 5     
c.[499G>T];[499G>T] (h) 167 ms, p.A167S Dode et al., 2003 (12) A167S 
c.533G>C  (e) 178 ms, p.C178S Zenaty et al., 2006 (23) c.535G>C / Cys178Ser 
c.570G>A 190 ns, p.W190X Doknic et al., 2012 (24) c.570G>A 
c.591C>A 197 ms, p.F197L Sykiotis et al., 2010 (8) c.591C>A 
c.600C>T 200 sp, .D200D Presente estudo  
     
Exon 6     
c.625C>T 209 ms, p.R209C Dode & Hardelin 2009 (2) 625C>T 
c.625C>T 209 ms, p.R209C Tommiska et al., 2014 (11) c.625C>T 
c.626G>A 209 ms, p.R209H Laitinen et al., 2011 (1) c.626 G > A 
c.670G>C 224 ms, p.D224H Pitteloud et al., 2006 (7) c.670G>C 
c.682T>G 228 ms, p.Y228D Raivio et al., 2009 (20) c.682 T>G 
c.682T>G (i) 228 ms, p.Y228D Miraoui et al., 2013 (21) c.682T>G 
c.682T>G (i) 228 ms, p.Y228D Shaw et al., 2011 (5) c.682T>G 
c.709G>A 237 ms, p.G237S Pitteloud et al., 2006 (25) c.709 G→A 
c.710G>A 237 ms, p.G237D Pitteloud et al., 2006 (7) c.710G>A 
c.716T>C (c) 239 ms, p.I239T Raivio et al., 2009 (20) c.716 T>C 
c.716T>C (j) 239 ms, p.I239T Chan et al., 2009 (26) p.I239T  
c.716T>C (c) 239 ms, p.I239T Sykiotis et al., 2010 (8) c.716T>C 
c.716T>C (j) 239 ms, p.I239T Shaw et al., 2011 (5) c.716T>C 
c.716T>C (j) 239 ms, p.I239T Miraoui et al., 2013 (21) c.716T>C 
c.734T>C 245 ms, p.L245P Trarbach et al., 2006 (4) 734T>C 
     
Exon 7     
c.748C>T 250 ms, p.R250W Trarbach et al., 2006 (4) 748C>T 
c.748C>T 250 ms, p.R250W Trarbach et al., 2006 (4) 748C>T 
c.748C>T 250 ms, p.R250W Dode et al., 2007 (6) c.748C>T 
c.749G>A (k) 250 ms, p.R250Q Falardeau et al., 2008 (27) c.794 G>A
c.749G>A (k) 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) c.749G>A 
c.749G>A (k) 250 ms, p.R250Q Miraoui et al., 2013 (21) c.749G>A 
c.749G>A 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) c.749G>A 
c.749G>A 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) c.749G>A 
c.749G>A (l) 250 ms, p.R250Q Miraoui et al., 2013 (21) c.749G>A 
c.760C>T 254 ms, p.R254W Dode & Hardelin 2009 (2) 760C>T 
c.760C>T 254 ms, p.R254W Koika et al., 2013 (28) c.760C>T 
c.761G>A 254 ms, p.R254Q Pitteloud et al., 2006 (7) c.761G>A 
c.761G>A 254 ms, p.R254Q Sykiotis et al., 2010 (8) c.761G>A 
c.779G>A 260 ms, p.G260E Caronia et al., 2011 (29) G260E 
c.809G>A 270 ms, p.G270D Dode et al., 2007 (6) c.809G>A 
c.809G>A 270 ms, p.G270D Jarzabek et al., 2012 (10) c.809G>A 
c.817G>A (e) 273 ms, p.V273M Albuisson et al., 2005 (15) c.810G>A 
c.817G>A 273 ms, p.V273M Pitteloud et al., 2006 (7) c.817G>A 
c.817G>A 273 ms, p.V273M Sykiotis et al., 2010 (8) c.817G>A 
c.821A>G (e) 274 ms, p.E274G Pitteloud et al., 2006 (7) c.821G>A 
c.821A>G 274 ms, p.E274G Sykiotis et al., 2010 (8) c.821A>G 
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Mutação (a) Codão Efeito previsto (b) Referência Designação original 
     
c.830G>A 277 ms, p.C277Y Dode et al., 2003 (12) C277Y 
c.841_846delAGTGAC 281-282 if, p.S281_D282del Bailleul-Forestier et al., 2010 (30) c.841del6 
c.848C>G 283 ms, p.P283R Dode et al., 2007 (6) c.848C>G 
c.854C>G (m) 285 ms, p.P285R Shaw et al., 2011 (5) c.854C>G 
c.854C>G 285 ms, p.P285R Sykiotis et al., 2010 (8) c.854C>G 
c.936G>A 312 sp, (p.K312K) Dode et al., 2003 (12) 936G→A 
     
Exon 8A (n)     
c.1057G>A - ms Presente estudo  
c.1073G>A (e) - ms Miura et al, 2010 (31) c.1072C>T 
     
Exon 8B     
c.962_963delAA 321 fs Laitinen et al., 2011 (1) c.961_962delAA 
c.962_963delAA 321 fs Laitinen et al., 2011 (1) c.961_962delAA 
c.962_965delAAGA 321-322 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 961_964del 
c.970G>T 324 ns, p.E324X Dode et al., 2007 (6) c.967G>T 
c.995C>G 332 ms, p.S332C Dode et al., 2007 (6) c.995C>G 
c.1016A>G 339 ms, p.Y339C Pitteloud et al., 2006 (7) c.1016A>G 
c.1016A>G 339 ms, p.Y339C Sykiotis et al., 2010 (8) c.1016A>G 
c.1019C>T 340 ms, p.T340M Dode & Hardelin 2009 (2) 1019C>T 
c.1019C>T 340 ms, p.T340M Sarfati et al., 2013 (22) c.1019C>T 
c.1023C>G 341 ms, p.C341W Bailleul-Forestier et al., 2010 (30) c.1023C>G 
c.1025T>C (o) 342 ms, p.L342S Pitteloud et al., 2007 (32) c.1025T→C 
c.1025T>C (o) 342 ms, p.L342S Sykiotis et al., 2010 (8) c.1025T>C 
c.1025T>C (o) 342 ms, p.L342S Miraoui et al., 2013 (21) c.1025T>C 
c.1028C>T 343 ms, p.A343V Trarbach et al., 2006 (4) 1028C>T 
c.1037C>G 346 ms, p.S346C Pitteloud et al., 2006 (7) c.1037C>G 
c.1038dupT 347 fs Sykiotis et al., 2010 (8) c.1039insT 
c.1042G>A 348 ms, p.G348R Bailleul-Forestier et al., 2010 c.1042 G>A 
c.1042G>A (p) 348 ms, p.G348R Miraoui et al., 2013 (21) c.1042G>A 
c.1081G>C 361 sp, (p.A361P) Dode et al., 2007 (6) c.1081G>C 
     
Exon 9     
c.1093_1094delAG 365 fs Albuisson et al., 2005 (15) c.1093_1094delAG 
c.1097C>T 366 ms, p.P366L Trarbach et al., 2006 (4) 1097C>T 
c.1151C>A 384 ms, p.A384D Dode & Hardelin 2009 (2) 1151C>A 
c.1279G>T 427 ms, p.V427L Sykiotis et al., 2010 (8) c.1279G>T 
     
Exon 10     
c.1286T>A 429 ms, p.V429E Sykotis et al., 2010 (8) c.1286T>A 
c.1305_1306dupAT 436 fs Laitinen et al., 2011 (1) c.1305_1306dupAT 
c.1317_1318delTG 439-440 fs Sato et al., 2006 (33) 1317_1318delTG 
c.1317_1318delTG 439-440 fs  Dode et al., 2007 (6) c.1317_1318delTG 
c.1349C>T 450 ms, p.S450F  Raivio et al., 2012 (19) c.1349C>T 
c.1377_1378insA 460 fs  Novo et al., 2012 (34) c.1377_1378insA  
c.1383_1384insTT 462 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 1383_1384insTT 
     
Exon 11     
c.1409G>T (g) 470 ms, p.R470L Pitteloud et al., 2007 (32) c.1409 G→T 
c.1409G>T (g) 470 ms, p.R470L Sykiotis et al., 2010 (8) c.1409G>T 
c.1409G>T (g) 470 ms, p.R470L Shaw et al., 2011 (5) c.1409G>T 
c.1409G>T (g) 470 ms, p.R470L Miraoui et al., 2013 (21) c.1409G>T 
c.1428C>G(e) 476 ms, p.D476E Wang et al., 2014 (35) c.1422 C>G 
c.1447C>A (r) 483 ms, p.P483T Miraoui et al., 2013 (21) c.1447C>A 
c.1447C>T 483 ms, p.P483S Raivio et al., 2012 (19) c.1447C>T 
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Mutação (a) Codão Efeito previsto (b) Referência Designação original 
     
c.1535C>T 512 ms, p.A512V Tommiska et al., 2014 (11) c.1535C>T 
     
Intron 11     
c.1553-2A>G (m) - sp Sykiotis et al., 2010 (8) c.1549-2A>G 
c.1553-2A>G (m) - sp Shaw et al., 2011 (5) c.1549-2A>G 
c.1553-2A>G (m) - sp Miraoui et al., 2013 (21) c.1553-2A>G 
c.1553-2A>G - sp Sarfati et al., 2013 (22) IVS12-2A>G 
     
Exon 12     
c.1558G>A (e) 520 ms, p.A520T Albuisson et al., 2005 (15) c.1561G>A /p.A520T 
c.1612A>G 538 ms, p.I538V Pitteloud et al., 2006 (7) c.1612A>G 
c.1614C>T 538 sp, (p.I538I) Tommiska et al., 2014 (1) c.1614C>T 
     
Exon 13     
c.1708C>T 570 ms, p.R570W Izumi et al., 2014 (17) p.R570W 
c.1755C>A 585 ns, p.Y585X Pitteloud et al., 2006 (7) c.1755C>A 
c.1755C>A 585 ns, p.Y585X Sykiotis et al., 2010 (8) c.1755C>A 
c.1755C>A (s) 585 ns, p.Y585X Miraoui et al., 2013 (21) c.1755C>A 
c.1810G>A (c) 604 ms, p.A604T Sarfati et al., 2010 (36) c.1810G>A 
c.1819G>A 607 ms, p.V607M Dode et al., 2003 (12) V607M 
c.1825C>T 609 ns, p.R609X Laitinen et al., 2011 (1) c.1825C > T 
c.1837dupT 613 fs Albuisson et al., 2005 (15) c.1836_1837insT 
c.1852_1853delAA 618 fs Trarbach et al., 2006 (4) 1852–1853delAA 
c.1854G>T (g) 618 ms, p.K618N Raivio et al., 2009 (20) c.1854 G>T 
c.1854G>T (g) 618 ms, p.K618N Sykiotis et al., 2010 (8) c.1854G>T 
c.1854G>T (g) 618 ms, p.K618N Miraoui et al., 2013 (21) c.1854G>T 
     
Exon 14     
c.1862A>G 621 ms, p.H621R Dode et al., 2007 (6) c.1862A>G 
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Dode et al., 2003 (12) R622X 
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Pitteloud et al., 2005 (37) c.1864C>T 
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Xu et al., 2007 (38) C1864T  
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Sykiotis et al., 2010 (8) c.1864C>T 
c.1864C>T (o) 622 ns, p.R622X Sykiotis et al., 2010 (8) c.1864C>T 
c.1864C>T (o) 622 ns, p.R622X Miraoui et al., 2013 (21) c.1864C>T 
c.1864C>G 622 ms, p.R622G Zenaty et al., 2006 (23) c.1864C>G 
c.1865G>A 622 ms, p.R622Q Zenaty et al., 2006 (23) c.1865 G>A 
c.1865G>A 622 ms, p.R622Q Bailleul-Forestier et al., 2010 (30) c.1865 G>A 
c.1867G>T 623 ms, p.D623Y Simonis et al, 2013 (39) c.1867G>T 
c.1884T>G 628 ms, p.N628K Simonis et al, 2013 (39) c.1884T>G 
c.1907_1908delTG 636 fs Sarfati et al., 2013 (22) c.1907_1908del 
c.1936C>T 646 ms, p.R646W Tommiska et al., 2014 (11) c.1936C>T 
c.1961dupA 654 fs Presente estudo  
c.1970_1971delCA 657 fs Dode et al., 2003 (12) 1970-1971delCA 
     
Intron 14     
c.1977+1G>A - sp Dode et al., 2007 (6) c.1977+1G>A 
c.1977+1G>A - sp Dallago et al, 2008 (40) IVS14 + 1G > A 
c.1977+1G>A - sp Sarfati et al., 2013 (22) IVS14+1G>A 
     
Exon 15     
c.1981C>T 661 ns, p.R661X Dode et al., 2007 (6) c.1981C>T 
c.1981C>T 661 ns, p.R661X Dode et al., 2007 (6) c.1981C>T 
 (q) 666 ms, p.W666R Dode et al., 2003 (12) W666R 
c.2008G>A (t) 670 ms, p.E670K Miraoui et al., 2013 (21) c.2008G>A 
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c.2009A > C 670 ms, p.E670A Laitinen et al., 2011 () c.2009A > C 
c.2011G>C 671 ms, p.A671P Raivio et al., 2009 (20) c.2011 G>C 
c.2011G>C 671 ms, p.A671P Sykiotis et al., 2010 (8) c.2011G>C 
c.2038C>T 680 ns, p.Q680X Pitteloud et al., 2006 (25) c.2038C→T 
c.2038C>T 680 ns, p.Q680X Sykiotis et al., 2010 (8) c.2038C>T 
     
Intron 15     
c.2048+1G>A - sp Dode et al., 2003 (12) IVS15+1G→A 
c.2049-1G>C - sp Laitinen et al., 2010 (41) c.2049-1 G→C 
     
Exon 16     
c.2054C>T 685 ms, p.S685F Dode et al., 2007 (6) c.2054C>T 
c.2059G>A 687 ms, p.G687R Sato et al., 2005 (42) 2059G→A 
c.2059G>A 687 ms, p.G687R Maione et al., 2013 (43) G687R 
c.2059G>A 687 ms, p.G687R Sykiotis et al., 2010 (8) c.2059G>A 
 (e)(q) 690 ms Bailleul-Forestier et al., 2010 (30) c.2069T>G 
/Leu690Pro 
c.2075A>G 692 ms, p.E692G Cadman et al., 2007 (44) 2075A>G 
c.2075A>G (u) 692 ms, p.E692G Miraoui et al., 2013 (21) c.2075A>G 
c.2077A>T 693 ms, p.I693F Dode et al., 2007 (6) c.2077A>T 
c.2099C>T 700 ms, p.P700L Sykiotis et al., 2010 (8) c.2099C>T 
c.2107G>C 703 ms, p.G703R Pitteloud et al., 2006 (7) c.2107G>C 
c.2107G>C 703 ms, p.G703R Sykiotis et al., 2010 (8) c.2107G>C 
c.2107G>A 703 ms, p.G703S Pitteloud et al., 2006 (7) c.2107G>A 
c.2155A>G 719 ms, p.M719V Presente estudo  
c.2156T>G 719 ms, p.M719R Dode et al., 2003 (12) M719R 
c.2164C>T 722 ms, p.P722S Trarbach et al., 2006 (4) 2164C>T 
c.2165_2172delCCAGTAAC 
insACAGTAAG 
722-724 ms, p.P722H; p.N724K Pitteloud et al., 2006 (25) c.2165 C →A + c.2172 
C → G 
c.2165_2172delCCAGTAAC 
insACAGTAAG (s) 
722-724 ms, p.P722H; p.N724K Miraoui et al., 2013 (21) c.2165C>A + 
c.2172C>G 
c.2174G>A 725 ms, p.C725Y Simonis et al., 2013 (39) c.2174G>A 
     
Intron 16     
c.2187-5C>A (e) - sp Sykiotis et al., 2010 (8) c.2188-5C>A 
     
Exon 17     
c.2190C>G 730 ns, p.Y730X Albuisson et al., 2005 (15) c.2190C>G 
c.2203delG 735 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 2203del 
c.2233C>T 745 ms, p.P745S Sato et al., 2004 (18) 2233C>T 
c.2233C>T 745 ms, p.P745S Sykiotis et al., 2010 (8) c.2233C>T; p.P745R 
c.2262G>A 754 sp, p.L754L Presente estudo  
c.2267G>A 756 ms, p.R756H Caronia et al., 2011 (29) R756H 
c.[2292G>T];[2302G>T] (k)(v) 764 ms, p.Q764H; p.D768Y Falardeau et al., 2008  c.2292G>T + 
c.2302G>T 
c.[2292G>T];[2302G>T] (k)(v) 764 ms, p.Q764H; p.D768Y Sykiotis et al., 2010 (8) c.2292G>T + 
c.2302G>T 
     
Exon 18     
c.2302G>T (k) 768 ms, p.D768Y Miraoui et al., 2013 (21) c.2302G>T 
c.2302G>C 768 ms, p.D768H Sykiotis et al., 2010 (8) c.2302 G>C; p.D768H 
c.2314C>T 772 ms, p.P772S Dode et al., 2003 (12) P772S 
c.2314C>T 772 ms, p.P772S Dode et al., 2007 (6) c.2314C>T 
c.2383G>A 795 ms, p.V795I Trarbach et al., 2006 (4) 2383G>A 
c.2399C>T 800 ms, p.P800L Sarfati et al., 2013 (22) c.2399C>T 
c.2464C>T (d) 822 ms,p.R822C Dode et al., 2007 (6) c.2464C>T 
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Whole gene deletion   Trarbach et al., 2010 (45) Complete gene 
deletion 
Whole gene deletion   Fukami et al., 2013 (16) Submicroscopic 
deletion involving 
FGFR1~8.5 Mb  





  Kim et al., 2005 (46) t(7;8)(p12.3;p11.2) 
with disruption 
between FGFR1 exons 
2 and 3 
 
(a) As mutações estão numeradas em relação à sequência de referência do cDNA do FGFR1 (GenBank accession 
NM_023110.2, ou GenBank accession FJ809917, no caso do exão 8A do splicing alternativo). O nucleótido +1 
corresponde ao A do codão de iniciação ATG. A numeração e nomenclatura de cada mutação foi alterada sempre que 
necessário de forma a seguir as recomendações padrão (47). (b) Efeito previsto: fs, mutação frameshift; ns, mutação 
nonsense; ms, mutação missense if, inserção ou deleção in-frame; sp, mutação splice site; (c) Mutação digénica (com 
mutação no PROKR2). (d) Foi ainda encontrada em dois de 150 controlos normais. (e) Códão/ número de nucleótido 
discordante no artigo original. (f) Mutação digénica ( om mutação no TAC3). (g) Mutação digénica (com mutação no 
GNRHR). (h) Mutação homozigótica. (i) Mutação digénica (om mutação no KISS1R). (j) Mutação trigénica (com 
mutações no GNRH1 e PROKR2). (k) Mutação digénica (com mutação no FGF8). (l) Mutação oligogénica (com 
FGF17, FRLT3 (bialélica) e HS6ST1). (m) Mutação digénica (com mutação no KAL1). (n) Exão 8A do splicing 
alternativo (número dos nucleótidos de acordo com GenBank accession FJ809917). (o) Mutação digénica (com 
mutação no NELF). (p) Mutação digénica (com mutação no IL17RD). (q) Alteração exata não especificada. (r) 
Mutação digénica (com mutação no SPRY4). (s) Mutação digénica (com mutação no TACR3). (t) Mutação digénica 
(com mutação no FLRT3). (u) Mutação digénica (com mutação no DUSP6). (v) Mutação dupla-heterozigótica. (w) 
Foi ainda encontrada em dois de 100 controlos normais. (x) Foi ainda encontrada em um de 100 controlos normais. 
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